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RESUMO

Homens e mulheres diferem ndo apenas no desenvolvimento cerebral, mas
também na fisiologia, psicologia e respostas comportamentais. Esse dimorfismo
sexual se estende a percepgao dos estimulos sensoriais, respostas emocionais e
capacidade cognitiva. E bem estabelecido na literatura cientifica que o exercicio fisico
aerdbico possa atenuar as respostas a estimulos dolorosos, bem como melhorar o
humor e a memoria dos individuos, mas ndo esta completamente elucidado a
correlagao existente entre os aspectos sensoriais, emocionais e cognitivos em tais
efeitos. Além disso, a importancia do sexo nos efeitos sensoriais € comportamentais
induzidos pelo exercicio fisico aerdbico também € outo ponto a ser estudado e
compreendido. Neste sentido, o presente estudo avaliou o efeito do exercicio fisico
aerobico sobre o perfil sensorial-emocional-cognitivo em camundongos adultos
machos e fémeas mantidos em condigdes laboratoriais. Os experimentos foram
conduzidos utilizando camundongos Swiss machos e fémeas, com 2-3 meses de
idade, divididos nos seguintes grupos experimentais: machos controles; fémeas
controles; machos exercitados; fémeas exercitadas. O protocolo de exercicio fisico
aerobico consistiu na exposicdo dos camundongos a uma esteira de corrida adaptada
para roedores em uma velocidade constante de 10 m/min, durante 30 minutos/dia, por
um periodo de cinco dias por semana, durante duas semanas. O presente estudo
acompanhou o peso corporal e o consumo alimentar dos animais submetidos ao
protocolo experimental de exercicio fisico. Além disso, apds 24 horas da ultima
exposicao dos animais a esteira de corrida, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais sequencialmente (teste de sensibilidade mecéanica aos filamentos
de Von Frey, teste de sensibilidade ao frio pela exposigéao a acetona, labirinto em cruz
elevado, teste do reconhecimento do objeto novo, teste de esquiva inibitéria do tipo
step down, teste de suspensao pela cauda e/ou teste do campo aberto). O exercicio
fisico aerdbico preveniu o ganho de peso corporal em animais de ambos 0s sexos.
Além disso, os grupos exercitados apresentaram hipoalgesia aos estimulos
mecanicos e térmicos quando comparado aos grupos controles. Ainda, os animais
exercitados apresentaram respostas comportamentais indicativas de um
comportamento tipo antidepressivo e maior resiliéncia ao estresse agudo, ou seja, um
aumento das respostas ativas de enfrentamento a uma situacdo estressante. O
exercicio fisico também induziu efeitos positivos sobre a memaria aversiva de longo

prazo e de reconhecimento de objetos nos testes de esquiva inibitéria de descida do
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tipo step down e reconhecimento de objetos, respectivamente. Os efeitos
comportamentais observados nao foram associados a alteragbes na atividade
locomotora. Em suma, conclui-se que o protocolo de exercicio fisico proposto alterou
o perfil sensoério-emocional-cognitivo de camundongos adultos machos e fémeas
mantidos em condi¢des laboratoriais. Além disso, nossos resultados demonstram uma
forte correlagao entre as variaveis comportamentais analisadas: somestesia através
do teste de Von Frey X memoria aversiva no teste de esquiva inibitéria de descida do
tipo Step Down X comportamentos de enfrentamento ao estresse através dos testes
de suspensao pela cauda e labirinto em cruz elevado. Conclusivamente, os nossos
resultados indicaram que camundongos fémeas, comparados aos camundongos
machos, apresentaram maior sensibilidade tatil e térmica e ambulagdo, bem como
menor tempo de avaliacdo de risco e retencdo de memoria aversiva. Nossos
resultados também sugerem que o protocolo de exercicio fisico aerébico gerou efeito
ansiolitico, resiliéncia, hipoestesia e melhorou a cognigdo dos animais frente a

estimulos estressantes.

Palavras-chave: Exercicio fisico aerébico; Dimorfismo sexual; Ansiedade; Resiliéncia;

Memodria; Sensibilidade mecanica e térmica; Correlagao.
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ABSTRACT

Men and women differ not only in brain development but also in physiology,
psychology, and behavioral responses. This sexual dimorphism extends to the sensory
stimuli perception, emotional responses and cognitive ability. It is well established in
the literature that aerobic physical exercise might attenuate responses to painful stimuli,
as well as improve mood and memory of those desired, but the correlation between
sensory, emotional and cognitive aspects in such effects has not been completely
elucidated. Furthermore, the importance of sex in the sensory and behavioral aerobic
physical exercise-induced effects is also another point to be studied and understood.
In this sense, the present study evaluated the effect of aerobic physical exercise on
the sensory-emotional-cognitive profile in adult male and female mice under laboratory
conditions. The experiments were carried out using Swiss male and female mice, 2-3
months old, separated into the following experimental groups: control males; control
female; exercised males; exercised female. The aerobic exercise protocol consisted of
exposing the mice to a running treadmill adapted for rodents at a constant speed of 10
m/min, for 30 minutes/day, for a period of five days a week, for two weeks. The present
study followed the body weight and food consumption of the animals evaluated in the
experimental exercise protocol. In addition, 24 hours after last exposure to the treadmill,
the animals were sequentially subjected in behavioral tests (Von Frey filament
mechanical sensitivity test, cold sensitivity test by acetone exposure, elevated plus
maze, new object recognition test, step down inhibitory avoidance test, tail suspension
test and/or open field test). Aerobic exercise prevented body weight gain in animals of
both sexes. In addition, the exercised groups presented hypoalgesia to mechanical
and thermal stimuli when compared to the control groups. In addition, exercised
animals showed behavioral responses indicative of antidepressant-like behavior and
greater resilience to acute stress, that is, an increase in active coping responses with
a stressful situation. Physical exercise also induced positive effects on long-term
aversive memory and object recognition in the step-down inhibitory avoidance and
object recognition tests, respectively. The behavioral effects observed were not
associated with changes in locomotor activity. In summary, it is concluded that the
proposed physical exercise protocol changed the sensory-emotional-cognitive profile
of adult male and female mice kept in laboratory conditions. Furthermore, our results
demonstrate a strong correlation between the behavioral variables analyzed:

somesthesia through the Von Frey test VS. aversive memory in the step-down



16

inhibitory avoidance test VS. stress coping behaviors through the tail suspension and
elevated plus maze tests. In conclusion, our results indicated that female mice,
compared to male mice, had greater tactile and thermal sensitivity and ambulation, as
well as shorter risk assessment time and aversive memory retention. In addition, our
results also suggest that the aerobic physical exercise protocol generated anxiolytic
effect, resilience, hypoesthesia and improved the animals' cognition when faced with

stressful stimuli.

Keywords: Aerobic exercise; sexual dimorphism; Anxiety; Resilience; Memory;

Mechanical and thermal sensitivity; Correlation.
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1. INTRODUGCAO

Embora seja estabelecido cientificamente que o exercicio fisico promove a
saude fisica e mental e contribui para a prevencgao de doencgas, a literatura carece de
estudos que acenem com a importancia integrada da ansiedade, resiliéncia,
sensibilidade a estimulos sensoriais e cognigao nos efeitos do exercicio fisico. Neste
sentido, analises integradas dos comportamentos dos animais podem gerar uma
maior compreensao de como o efeito do exercicio fisico em determinado padrao
comportamental pode interferir em outros aspectos comportamentais e sensoriais.

No presente estudo nés buscamos entender como camundongos machos e
fémeas submetidos a um protocolo de exercicio fisico aerébico respondem ao mesmo
estimulo sensorial, cognitivo e emocional, gerando uma discussdo pautada na
translagdo desses resultados aos homens e mulheres inseridos em programas de
exercicio fisico. Diga-se de passagem, as bases bioldgicas, bem como as repostas
diante de estimulos ambientais, diferem significativamente entre individuos de sexos
distintos. Nesse contexto, a literatura reporta que o sexo dos individuos analisados é
um fator importante a ser analisado como interferente nas respostas comportamentais
(Oertelt-Prigione et al., 2014; Dennis, 2004; Dewing et al., 2003). Especificamente, o
perfil sensdrio-emocional-cognitivo parece estar interconectado e um componente
individual (como por exemplo o emocional) pode influenciar na resposta do outro fator
(como o cognitivo, por exemplo) (Eccleston e Crombes, 1999; Eysenck et al., 2007;
Moran, 2016; Andreano e Cahill, 2009; Elsenbruch et al., 2010; Gungor e Johansen,
2019; Bliss et al., 2016). Dentro deste contexto, esta tese enfatiza os efeitos do
exercicio fisico aerdbico per se, avaliando a possivel correlagdo de seus efeitos
ansiolitico/resiliéncia, aprendizado/memoria e analgesia, td4o consagrados na
literatura. Sendo assim, o estudo acena com a compreensao integrada dos efeitos do
exercicio fisico aerébico no perfil sensdério-emocional-cognitivo de camundongos

adultos machos e fémeas, mantidos em condi¢des laboratoriais.

1.1. DIMORFISMO SEXUAL CEREBRAL E COMPORTAMENTOS ASSOCIADOS
Existe uma diferenca importante entre sexo e género, em que “sexo” designaria

apenas diferencgas biolégicas, enquanto “género” inclui aspectos sociais, culturais e

econdmicos, bem como nog¢des politicas (Oertelt-Prigione et al., 2014). Neste sentido,

a terminologia “dimorfismo sexual” esta amplamente associada com as caracteristicas
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fisicas ndo sexuais marcadamente diferentes de individuos do sexo masculino e
feminino de uma mesma espécie. O dimorfismo sexual em seres humanos se observa
sobretudo por cinco fatores ao nascer: a presencga ou auséncia do cromossomo Y, 0
tipo de gbnadas, horménios sexuais, anatomia reprodutiva interna e a genitalia
externa (Knox e Schacht, 2011). Entretanto, na fase adulta o dimorfismo sexual pode
ser observado em distintos tecidos e érgaos, como o cérebro.

Uma caracteristica marcante do cérebro de mamiferos é o seu dimorfismo
sexual, tanto estruturalmente quanto funcionalmente (Pallayova, Brandeburova e
Tokarova, 2019). Durante o periodo gestacional, horménios sexuais como a
testosterona (em machos) e estrogénio (em fémeas) sao abundantemente expressos
no cortex cerebral e hipocampo, determinando o desenvolvimento de areas
especificas ligadas ao sexo, alteragdes morfolégicas, quantidade de neurdnios,
distribuicdo de neurotransmissores, bem como modulagdo de genes associados a
neuroplasticidade (Frick e Gresack, 2003; Dennis, 2004; Dewing et al., 2003;
Goldstein et al., 2001). Essas diferengas organicas resultam em habilidades,
comportamentos e condi¢gdes de saude distintas entre os sexos. Assim sendo, para
um mesmo estimulo podem existir respostas comportamentais diferentes para
homens e mulheres. O dimorfismo sexual cerebral esta intimamente ligado as
condigcbes psico-fisiolégicas, diferindo quanto a homeostase corporal, e habilidades
cognitivas e fisicas, inclusive a propensao ao desenvolvimento de neuropatologias.

Apesar de diversas evidéncias gerarem uma maior compreensao do impacto
do dimorfismo sexual nas mais variadas respostas sensoriais, cognitivas e
comportamentais, ainda existe uma grande caréncia de pesquisas que comparem 0
impacto e a importancia do sexo no perfil sensério-emocional-cognitivo em individuos
nao expostos a condigdes patoldgicas. Neste sentido, estudos comparando o perfil
comportamental de individuos de ambos o0s sexos podem acenar com distingdes
importantes a serem compreendidas na emocionalidade, cognicdo e respostas

sensoriais.

1.1.1. O Dimorfismo Sexual e a Emocionalidade
Emocdes sdo estados funcionais em resposta a estimulos que modificam as
atividades neurais e, assim, conduzem uma sequéncia de comportamentos

complexos (Helion, Krueger e Ochsner, 2019; Adolphs, 2017). A emocionalidade
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também difere quanto ao sexo. Por exemplo, estudos de neuroimagem demonstram
através da ativagao de regides cerebrais especificas que mulheres respondem mais
que os homens aos estimulos negativos (como por exemplo: imagens de pessoas
acidentadas, mutiladas e ataques de animais), enquanto homens respondem mais
que as mulheres aos estimulos positivos (como por exemplo: imagens de familia,
festas e aventuras) (Stevens e Hamann, 2012). A divergente ativagao de estruturas
subcorticais entre homens e mulheres durante a reatividade frente a um evento de
ordem emocional sugere que esse é um importante componente estrutural a ser
considerado tanto na psicologia clinica quanto na psiquiatria.

O estresse € o principal componente emocional desencadeante de transtornos
psiquiatricos, como depresséo e ansiedade. Digno de nota, a prevaléncia de muitas
doencas neuropsiquiatricas difere entre homens e mulheres. Por exemplo, Green,
Flash e Reiss (2019) avaliaram as diferencas sexuais nos transtornos psiquiatricos,
indicando que os homens sdao mais suscetiveis a disturbios do neurodesenvolvimento,
incluindo transtorno do espectro autista, transtorno de déficit de atencao,
esquizofrenia e doencas associadas a comprometimentos no sistema de
neurotransmissdo dopaminérgico (incluindo a doenga de Parkinson), enquanto que
mulheres, apds a puberdade, sdo mais suscetiveis ao transtorno depressivo maior e
transtornos de ansiedade (Green et al. 2019; Loke, Harley e Lee, 2015). Neste sentido,
estudos revelam que essa maior susceptibilidade de mulheres a transtornos
psiquiatricos, como ansiedade e depressao, esta relacionada a alteragdes hormonais
que ocorrem durante o ciclo menstrual, menopausa, poés-parto (por exemplo),
indicando a importancia dos horménios sexuais na etiologia dessas doencas (Ahmed
et al., 2008; Ahoka et al., 2001; Seedat et al., 2009; Solomon et al., 2009; Solomon e
Herman, 2009). Além disso, estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que a
testosterona possa exercer um efeito protetor em homens frente a tais
neuropatologias (Shores et al., 2004; Zarrouf et al., 2009). Corroborando com esses
estudos, mulheres com transtornos de ansiedade e de depressao maior apresentaram
melhora dos sintomas quando tratadas com testosterona (Miller et al., 2009; Shifren
et al., 2000; Hermans et al., 2006).

A resiliéncia € o fendmeno baseado na habilidade individual em manter a
funcionalidade homeostatica fisica e mental quando expostos a situacdes de estresse
(Russo et al., 2012). Em outras palavras, a resiliéncia emocional é a capacidade de

gerar respostas comportamentais positivas e recuperagdo rapida diante de
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experiéncias emocionais negativas (Davidson, 2000). Dentro desse contexto, o
presente estudo também tentou evidenciar diferengas nos padrdes de resiliéncia entre
os sexos. Além disso, um outro aspecto amplamente relacionado ao estresse
emocional e investigado no presente trabalho foi a ansiedade. A ansiedade € uma
resposta adaptativa natural a estimulos percebidos como perigosos. A ansiedade é
considerada um aspecto importante a ser observado entre as espécies ao longo da
evolucdo, desde que apresenta um papel crucial na sobrevivéncia dos individuos
(Marques et al., 2016; Gross e Hen, 2004; Dias et al., 2009). No entanto, as respostas
neuroquimicas e comportamentais desencadeadas pela ansiedade, quando se
tornam constantes e prolongadas (inclusive diante de estimulos neutros e/ou nao
estressores), podem indicar um estado de ansiedade patoldgica (Marques et al., 2016;
Gross e Hen, 2004; Dias et al., 2009).

Existem diversas alteragbes neuroenddcrinas homeostaticas que regulam os
padrées comportamentais associados a habilidade de resiliéncia e da ansiedade.
Dentre estes, podemos destacar as al¢as de feedback negativo no eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), bem como a ativagdo de regides encefalicas regulatorias
deste eixo, como a amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e o hipocampo
(Cohen et al., 2012; Kim e Gorman, 2005; Price e Drevets. 2010; Taliaz et al., 2011).
Segundo alguns estudos, animais fémeas apresentam maior ativagao do eixo HPA,
comparado aos machos, em tarefas comportamentais estressantes, apresentando um
perfil comportamental mais ansioso e depressivo (Gonzalez-Castarfieda et al., 2015;
Munive, Santi e Torres-Aleman, 2016; Dugandzic, Ratko e Habek, 2019). Além disso,
Mikolajczak e colaboradores (2008) demonstraram que pessoas resilientes
apresentavam menor responsividade do eixo HPA em testes de exposicao ao estresse.
A habilidade de resiliéncia parece depender, também, de outros fatores bioldgicos
(alteragdes hormonais), epigenética e fatores psicossociais, que podem divergir muito

entre homens e mulheres (Hodes e Epperson, 2019; Ripar e Evangelista, 2008).

1.1.2. Dimorfismo Sexual e Cognigao

Enquanto o aprendizado é a aquisicao de informacao, a memoaria corresponde
ao processo de armazenamento e manutencado do aprendizado, estando disponivel
para evocagoes futuras (Squire, 1998; Squire, 2004). A memoria envolve trés fases

iniciais, sendo elas: aquisicao, consolidagcdo/armazenamento e evocagao que, por sua
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vez, depende da fungao adequada de regides como o hipocampo, amigdala, ganglios
basais, lobos temporal e medial e cerebelo (Henke, 2010; Izquierdo et al., 1998).

Diversos cientistas tém documentado diferengas neurobiologicas entre os
sexos de extrema relevancia e importancia para as fungbes cognitivas e para o
processo de memodria\aprendizado (Andreano e Cahill, 2009). Evidéncias
comportamentais indicam um importante efeito do sexo a ser considerado sobre as
analises dos diferentes tipos de memoaria. Algumas tarefas de aprendizado\memoria
apresentam um melhor desempenho por homens, enquanto outras sao executadas
com mais facilidade por mulheres. Por exemplo, um melhor desempenho de homens
na memoria de trabalho e uma maior facilidade e rendimento de mulheres na tarefa
de localizar objetos esta sendo amplamente relatado na literatura cientifica, sugerindo
que as estratégias de resolucdo das tarefas de aprendizado s&o diferentes entre
homens e mulheres (Suchan et al., 2006; McBurney et al., 1997). Em contrapartida,
Lawton (1994) afirma que apesar de homens e mulheres usarem estratégias
diferentes para a resolucdo de uma mesma tarefa de aprendizado, o desempenho
parece ser similar entre os sexos. No entanto, algumas tarefas de aprendizagem
podem desencadear mais ansiedade em mulheres do que em homens, prejudicando
o desempenho das mesmas em tais tarefas (Andreano e Cahill, 2009).

Existe uma forte correlagdo entre a emocionalidade e a memodria e esta
conexdo também pode apresentar resposta distinta entre os sexos. Por exemplo,
pesquisas em animais demonstram que a exposi¢gdo aguda a um agente estressor
prejudica a memoria de camundongos fémeas, mas ndao a de machos (Shors et al.,
2007). McCormick e colaboradores (2007) demonstraram que os niveis de cortisol
estdo inversamente correlacionados com o perfil de memdéria espacial em homens no
teste de estresse social, mas nao apresenta qualquer correlagdo com este tipo de
memoria em mulheres. No entanto, o cortisol parece facilitar a memoaria condicionada
ao medo em homens, mas prejudicar o mesmo tipo de memdéria em mulheres (Wolf et
al., 2001; Jackson et al., 2006; Zorawski et al., 2005). Assim, a compreensao do papel
do estresse na formacéao e consolidagcao de memoarias ainda necessita de uma maior
compreensao.

Além disso, existe uma teoria que interconecta doengas relacionadas ao
estresse, como a ansiedade e depressdo, com o prejuizo na memaoria\aprendizagem
(Eccleston e Crombes, 1999; Eysenck et al., 2007; Eysenck e Calvo, 1992; Moran,

2016; lkeda et al., 1996; Shackman, et al., 2006). Como a ansiedade esta associada
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a um menor foco de atencdo em tarefas de aprendizagem, transtornos de ansiedade
parecem estar amplamente associados com uma redugao na quantidade de atencgao
disponivel para executar as tarefas e um comprometimento na memoaria de trabalho.
Em consonancia, Moran (2016) afirma que a ansiedade estaria atrelada a “auto
preocupacgao”, justificando a redugdo da atencdo a tarefa e, por conseguinte,
prejudicando o aprendizado. Neste sentido, estudos que avaliam o desempenho
cognitivo na realizagdo de dupla-tarefa indicam que individuos ansiosos apresentam
pior desempenho comparado aos nao ansiosos na execucao das tarefas, como por
exemplo uma tarefa de memdéria combinada com uma tarefa de raciocinio (Eysenck,
Payne e Derakshan, 2005; Derakshan e Eysenck, 1998).

Existem alguns autores defendendo que o dimorfismo sexual presente em
tarefas de aprendizado e memdria pode estar associado a distingdes nos padrdes dos
hormonios sexuais. Por exemplo, algumas evidéncias apontam que o estradiol estaria
envolvido na extingdo da memoria em testes de medo condicionado em mulheres
(Zeidan et al., 2011; Taxier, Gross e Frick, 2020; McDermott et al., 2015; Maeng et al.,
2017; Graham e Milad, 2014). Quanto a memoria de reconhecimento, Bowman e
colaboradores (2009) demonstraram que animais machos submetidos ao estresse
cronico apresentam prejuizo na memoéria comparado as fémeas submetidas a mesma

intervencao.

1.1.3. Dimorfismo Sexual e Percepg¢ao Sensorial

O sistema somatossensorial € formado por um conjunto de receptores
sensoriais cutaneos mecanicos, térmicos e nociceptivos, e proprioceptivos
musculoesqueléticos, que processam os estimulos sensoriais no nosso corpo (Cruccu
et al., 2008; Kandel, 2014). Estes receptores captam os estimulos e os transmitem até
o sistema nervoso central para que sejam processados e interpretados (Kandel, 2014).
A percepgao da dor envolve uma cascata de eventos celulares e moleculares até,
finalmente, desencadear uma resposta comportamental. Estes eventos podem ser
iniciados através de um estimulo periférico intenso o suficiente para causar uma lesao
tecidual que, por sua vez, ativa terminais nervosos e conduz este estimulo nervoso
até a medula espinal, e dai até areas superiores do encéfalo. No encéfalo o estimulo
€ conduzido pelo tdlamo, cértex pré-frontal e somatossensorial, dentre outras regides,

tornando a dor consciente (Fenton, Shih e Zolton, 2015; Alves, Silveira, Vieira e Vidal,
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2017). Contudo, a percepgao da dor € muito complexa e subjetiva, podendo ser
influenciada por questdes emocionais e biolégicas (Fenton, Shih e Zolton, 2015; Wise
et al., 2002; Fillingim et al., 2009; Palmeira, Ashmawi e Posso, 2011).

A regido encefalica da amigdala medial € uma regido de grande destaque nos
processos neuroemocionais e cognitivos e faz parte da rede social-emocional-sexual
tanto de humanos quanto de roedores, estando atrelada néao somente a ansiedade,
mas também a percepgao de dor (Frye e Walf, 2004; McHenry et al., 2013). A
percepcgao de dor em adultos € subjetiva e depende de fatores biopsicossociais (por
exemplo: hormdnios sexuais, respostas inflamatérias, questdes sociais de género,
enfrentamento ao estimulo doloroso) (Fillingim, 2017). Diversas evidéncias
demonstram que mulheres sdo mais propensas a dor cronica que homens,
ressaltando a prevaléncia de algumas condigdes de dor especificas em mulheres,
como: enxaqueca e dores de cabecga do tipo tensional, dor lombar, fibromialgia e dor
generalizada, disturbios temporomandibulares, sindrome do intestino irritavel e
osteoartrite (Fillingim et al., 2009; Mogil, 2012; Keogh, 2008; Sorge e Totsch, 2017).
Para Mogil (2012), a predominancia de pacientes mulheres com dores crénicas pode
ser explicada por trés motivos: 1) é possivel que as mulheres procurem 0s servigos
de saude com mais assiduidade do que os homens e/ou estdo mais dispostas a relatar
dor em pesquisas, e assim seria contabilizado uma frequéncia mais elevada na
percepcgao de dor em estudos epidemioldgicos; 2) é possivel que as mulheres tenham
maior suscetibilidade a doencas cronicas comuns e sindromes de dor do que os
homens e, portanto, seriam mais propensas a desenvolver condigdes que
caracterizem a dor como um sintoma, e 3) é possivel que as mulheres tenham uma
maior sensibilidade para e/ou menor tolerancia a dor do que os homens, levando a
maiores percentagens de mulheres com um diagnostico de "Sindrome de dor”. Neste
caso, os niveis de dor em sindromes de dor experimentadas por ambos 0s sexos
seriam esperados serem mais elevados em mulheres.

Apesar dos dados da literatura cientifica serem robustos e consistentes em
relagéo a alta prevaléncia de percepgao de dor em individuos do sexo feminino, alguns
estudos apontam que nao ha diferengas entre os sexos tanto na prevaléncia quanto
na intensidade da dor. Nestes estudos, o fator diferencial atrelado ao dimorfismo
sexual na percepgao do estimulo doloroso poderia ser distingdes nas estratégias de

enfrentamento da dor, sugerindo que as mulheres sao mais resilientes que os homens
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(Fillingim et al., 2009; Lovgren et al., 2008; Schmidt et al., 2005; Ramirez-Maestre e
Esteve, 2014; Keogh e Herdenfeldt, 2002).

Alguns mecanismos estdo sendo propostos para explicar essas diferengas em
relagdo a resposta/percepgado aos estimulos dolorosos em individuos de sexos
distintos. Essa distinta resposta de dor diante do dimorfismo sexual pode estar
atrelada aos horménios sexuais, sistema opioide endégeno e multiplos fatores
afetivo/cognitivo/sociais atrelados ao género (Fillingim et al., 2009; Mogil, 2012).

Evidéncias apontam que o aspecto emocional relacionado a percepgao e
resposta a dor é processado por regides encefalicas corticolimbicas (Aloisi et al., 2011;
Bliss et al., 2016; Tsigos et al., 2002; Nees et al., 2018; McBeth et al., 2005; Generaal
et al., 2014; Turner-Cobb et al., 2010). Neste sentido, estudos revelam que niveis de
ansiedade podem estar relacionados a percepcédo de dor através da ativacdo de
regides corticais que participam de ambos os processos, como 0 cortex cingulado
anterior e insular, bem como a amigdala (Elsenbruch et al., 2010; Gungor e Johansen,
2019; Bliss et al., 2016; Sachs-Ericsson et al., 2016). Conclusivamente, a literatura
sugere que fatores emocionais podem influenciar diretamente na autopercepcgéo de
dor. Além disso, a interacao entre dor, ansiedade e cognicdo também pode ser
amplamente demonstrada em modelos animais e reforcam o papel das estruturas
neuroanatdmicas citadas acima nesta triade (Robbins, DeBerry e Ness, 2007; Barthas
et al., 2015; Etkin, Egner e Kalisch, 2011; Kim et al., 2011; Yagi e Galea, 2019). Um
estudo muito interessante conduzido por Eccleston e Crombez (1999) demonstrou que
individuos com dor crénica apresentavam pior desempenho em tarefas de memoaria
comparados aos individuos sem dor. Embora exista uma interrelacédo entre ansiedade,
memoria e autopercepcdo de dor, a literatura cientifica ainda necessita de mais

achados acerca desta triade de forma integrada.

1.2. EXERCICIO FiSICO AEROBICO

O exercicio fisico é definido como uma atividade fisica voluntaria, repetitiva,
planejada, estruturada e intencional, que objetiva a melhora ou manutencao de um ou
mais componentes da aptidao fisica e do desempenho esportivo (Caspersen, 1985;
WHO, 2010, 2014). Este representa um grande desafio a manuteng¢ao da homeostase
corporal, gerando respostas agudas e adaptativas tanto em nivel sistémico, quanto

em nivel celular e molecular (Bassel-Duby e Olson, 2006; Coffey e Hawley, 2007; Egan
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e Zierath, 2013). Durante o exercicio fisico regular ocorrem diversos mecanismos
adaptégenos no metabolismo celular e sistema redox, conferindo inumeros beneficios
a saude humana (Booth e Lees, 2006). As adaptacdes ao exercicio fisico acontecem
em diversos 6rgaos e sistemas fisioldgicos, como por exemplo o musculo esquelético,
figado, tecido adiposo, pancreas, 0ssos, cérebro, sistema imunoldgico, sistema
circulatério e enddcrino (Hawley et al., 2014).

Especificamente, o exercicio fisico aerdbico € caracterizado por ser realizado
de forma continua e prolongada. Segundo o Colégio Americano de Medicina do
Esporte (do inglés American College of Sports Medicine, ACSM, 1998, 2018), os
exercicios aerdbicos sao compostos por movimentos ciclicos, que envolvem grandes
grupos musculares e duram entre 20 e 60 minutos. O exercicio fisico aerdbico utiliza
como principal substrato energético para o processo de contragdo muscular a
oxidagao completa de acidos graxos e glicose a COz2 e H20 (Mc Ardle, Katch e Katch,
1998; Trefts, Williams e Wasserman, 2015).

Digno de nota, a adaptagdo dos miécitos ao exercicio fisico aerdébico envolve
um complexo processo que inclui ativacao de diversas cascatas de sinalizagdo intra e
intercelulares que regulam a transcricdo de genes e a traducdo de proteinas
(Bouchard, Malina e Perusse, 1997; Izquierdo et al., 2004). A contragdo muscular em
decorréncia do exercicio fisico gera a hidrolise de ATP e um estresse energético
celular (Egan e Zierath, 2013). Com a hidrolise de ATP e o aumento de adenosina
monofosfato (AMP), um aumento na fosforilagdo da proteina cinase ativada por AMP
(do inglés AMP- Activated Protein Kinase - AMPK) é observado. Neste sentido, AMPK
€ uma enzima amplamente sensivel ao estresse energético celular, sendo
amplamente considerada como um “sensor” energético (Pauli et al., 2009; Camera,
Smiles e Hawley, 2016). AMPK fosforila proteinas alvo, incluindo coativadores
transcricionais, como o coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma (do inglés peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator
1 alpha - PGC1-a). PGC-1a recruta distintos fatores de transcricdo [como o Classe O
de fatores de transcricdo do forkhead box, do inglés class O of forkhead box
transcription factors (FOXO); receptor ativado por proliferador de peroxissoma a, do
inglés peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR-a) e o fator de respiragao
nuclear, do inglés nuclear respiratory factor (NFR)] e assim regula a expressao de

muitos genes associados ao metabolismo energético, como genes implicados na
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oxidagao de acidos graxos, gliconeogénese e fosforilagdo oxidativa (Fan e Evans,
2015).

Recentemente, foi reportado que o musculo esquelético quando estimulado
pelo exercicio fisico poderia estar sintetizando miocinas ou “exercinas”, e o coativador
transcricional PGC-1a parece estar amplamente envolvido na regulacdo desse
processo (Lee et al., 2019). Existe uma lista extensa de “exercinas” conhecidas, como
por exemplo interleucina 6, fibronectina tipo Ill contendo o dominio 5 (do inglés
fibronectin type Il domain-containing protein 5 - FNDC5) e o produto de sua clivagem
Irisina, catepsina-B, proteina tipo-meteorina, dentre outras (Lee et al., 2019). Essas
miocinas podem cair na corrente sanguinea sistémica e exercerem efeitos em 6rgaos
distantes como o tecido adiposo, osso, cérebro, dentre outros. Digno de nota, essas
“‘exercinas” produzem uma ativacao de cascatas de transducéo de sinais no sistema
nervoso central (SNC), as quais estdo amplamente implicadas na sintese de fatores
neurotréficos, como o fator neurotréfico derivado do encéfalo (do inglés brain-derived
neurotrophic fator - BDNF) e o fator de crescimento semelhante a Insulina 1 (do inglés
Insulin-like Growth Factor - IGF-1) (Camera, Smiles e Hawley, 2016; Hood et al., 2018;
Pedersen, 2019; Egan e Zierath, 2013; Mang et al., 2013; Wrann et al., 2013). No
cérebro, o BDNF desempenha papel fundamental na plasticidade sinaptica e
neurogénese hipocampal e o IGF-1 atua na proliferacao, diferenciagao e manutengao
da sobrevivéncia celular, ambos influenciando nas habilidades cognitivas, resiliéncia
e humor (Kim et al., 2019; Cassilhas, Tufik e de Mello, 2016; Santos et al., 2021;
Phillips, 2017; Taliaz et al., 2011). A soma desses eventos celulares e moleculares
induzidos pelo exercicio fisico regular e continuo esta consideravelmente associada a
uma alteragdo no estado basal do individuo para um novo limiar funcional, morfolégico
e metabdlico, com efeitos benéficos para a saude fisica e mental (Bickel et al., 2005;
Coffey e Hawley, 2007; Abreu, Leal-Cardoso e Ceccatto, 2017; Holloszy et al., 1977;
Alenghat e Ingber, 2002; Kumar et al., 2002; Castren e Rantamaki, 2008; Tsigos et al.,
1997; Numakawa et al., 2011; Wu et al., 2009; MacDonald et al., 2003; Coffey e Hawley,
2007; Abreu, Leal-Cardoso e Ceccatto, 2017).

Os beneficios do exercicio fisico a saude e qualidade de vida sdao bem
estabelecidos na literatura através de estudos tanto em humanos quanto em modelos
animais (McMullan et al., 2016; Vogel et al., 2009; Warburton et al., 2006; Belviranli e
Okudan, 2018). Os beneficios do exercicio fisico parecem estar amplamente atrelados

a uma modulacdo do metabolismo energético. Por exemplo, o exercicio fisico
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promove melhorias no perfil energético e metabdlico em diversos 6rgaos e sistemas
organicos, incluindo: i) aumento no fluxo metabdlico lipidico (B-oxidagao e lipdlise),
reduzindo a adiposidade; ii) melhora da sensibilidade a insulina e respostas glicémicas;
iii) melhora do fluxo sanguineo e oxigenagéo cerebral. Além disso, o exercicio fisico
gera importantes e impactantes adaptacdes nos sistemas cardiorrespiratério, musculo
esquelético e respiratorio, bem como regula diversos processos comportamentais
como a cogni¢ado e a memoria, o sono e o humor (Vogel et al., 2009; Warburton et al.,
2006; Franco et al., 2005; Petrella et al., 2005).

1.2.1. Exercicio Fisico Aerdbico e o Perfil Sensério-Emocional-Cognitivo

Podemos destacar, dentre os beneficios do exercicio fisico, seu efeito sobre a
nocicepgao. As alteragdes na percepgao da dor (ex.: sensibilidade reduzida para a dor)
sdo eventos que ocorrem comumente em atletas durante e/ou apds exercicios
aerobicos extenuantes, como por exemplo maratona e corrida de 100 metros (Cook e
Koltyn, 2000; Koltyn, 2002; O’Connor e Cook, 1999; Koltyn et.al, 2001). Diversos
pesquisadores vém investigando o efeito analgésico do exercicio fisico tanto em
pessoas saudaveis quanto em pessoas com alguma dor crénica (Koltyn, 2000; Sluka
et al., 2013; Lemley et al., 2014; Naugle et al., 2012; Naugle et al., 2013; Naugle et al.,
2016, Naugle et al., 2014). No entanto, ndo existe um consenso sobre modalidade e
intensidade de exercicio para induzir esse efeito (Furuta et al., 2003; Onodera et al.,
2001; Nakagawasai et al., 1999; Sakurada et al., 1999). Os mecanismos bioldgicos
envolvidos no efeito do exercicio fisico na percepcao e resposta a dor também nao
estdo totalmente esclarecidos, porém, a modulagdo dos sistemas opioidérgico e
serotoninérgico tém sido amplamente implicados nos efeitos benéficos do exercicio
fisico na nocicepcao (Bobinski et al., 2015; Sluka et al., 2013; Koltyn, 2000).

Estudos desde a década de 80 relatam que os efeitos analgésicos dependem
da intensidade do exercicio, sendo as praticas de intensidade moderada a vigorosa
proporcionando aumento nos niveis séricos de beta-endorfinas e encefalinas, e as
praticas de baixa intensidade ndo alterando os niveis de tais opioides (Farrel et al.,
1982, 1987; Goldfarb et al., 1987, 1991; Sforzo, 1989; Oleshansky et al., 1990; Elliot
et al., 1984; Donevan e Andrew, 1987). Entretanto, Bobinski e colaboradores (2011)
demonstraram que um programa de exercicio aerobico de baixa intensidade em

esteira ergométrica, por um periodo de duas semanas — com intensidade de 10 m/min
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e duracgao de 30 min — sendo o exercicio realizado antes ou apés a lesao nervosa, ou
ambos — foi capaz de promover a redugao da hiperalgesia (dor) causada pela lesao
por esmagamento no nervo isquiatico em camundongos, um modelo animal de dor
cronica do tipo neuropatica. Adicionalmente, Bobinski e colaboradores (2015)
demonstraram que o efeito analgésico (antinociceptivo) do exercicio fisico aerdbico
de baixa intensidade realizado apds a lesdo do nervo isquiatico foi associado ao
aumento da neurotransmissdo serotoninérgica. Os autores observaram que nos
animais exercitados, o aumento no limiar de sensibilidade mecéanica da pata ipsilateral
a lesao estava relacionada ao aumento da expressédo — no tronco encefalico — dos
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT1B, 5-HT2A e 5-HT2C, bem como da redugao
da expresséo do transportador da serotonina, conduzindo os efeitos analgésicos do
exercicio fisico. Outro estudo de Bobinski revelou também que tanto os animais
submetidos a lesdo nervosa quanto os falso-operados apresentaram aumento na
concentragao de serotonina (ou 5-hidroxitriptamina — 5-HT), no tronco encefalico, apos
0 programa de duas semanas de exercicio fisico aerobico de baixa intensidade
(Bobinski et al., 2015).

Pesquisas envolvendo tanto humanos, quanto modelos animais, demonstraram
que protocolos crénicos de exercicio fisico nas mais variadas intensidades, bem como
modalidades, apresentam resultados positivos na recuperagao de alguns tipos de
traumas e lesdes ortopédicas/neuroldgicas, doengas infecto-contagiosas (como
resfriados e gripes), doengas auto-imunes, doengas respiratorias, imunossupressao
viral (do inglés human immunodeficiency virus - HIV), doencas metabdlicas/vasculares
e doencas neurodegenerativas, além de melhorar a fungéo cognitiva, memoéria e o
humor (Liu et al., 2009; Iversen et al., 2018; Bobinski et al., 2015; Dugan, Jergova and
Sagen, 2020; Sellami et al., 2018; Keramiotou et al., 2020; Castillo et al., 2020;
Jaggers, 2018; Korsager e Matchkov, 2020; Daghigh et al., 2020; Ignacio et al., 2019;
Cassilhas et al., 2016; Morris et al., 2017; Cui et al., 2018; Li et al., 2019; Lee et al.,
2014).

No presente estudo, nds investigamos também a resposta comportamental de
animais exercitados frente a diversos estimulos desafiadores e estressantes. Neste
sentido, podemos salientar a importancia da capacidade de resiliéncia frente aos
estimulos estressantes no contexto de qualidade de vida e bem-estar (Russo et al.,
2012; Charney, 2004; Feder, Nestler e Charney, 2009; Herman e Cullinan, 1997).

Sabendo que a ativagcao do eixo HPA é uma das respostas fisiolégicas adaptativas
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geradas pelo exercicio fisico, o exercicio fisico crénico e regular parece induzir uma
regulacao por feedback negativo do eixo HPA e assim auxilia na resposta ao estresse
fisico e psicologico (Klaperski et al., 2013; Duclos e Tabarin, 2016; Droste et al., 2003).
A ativacgao do eixo HPA pelo exercicio fisico estimula a liberagao e integragao de sinais
neuronais, circulatorios/hormonais e inflamatérios que participam da modulagao dos
niveis de monoaminas, endorfinas, horménios, neurotransmissores, fatores de
crescimento e neurotrofinas. Através desta alteragdo nos padrdées bioquimicos e
fisiologicos, processos cognitivos, emocionais e de resiliéncia sdo também modulados,
aumentando inclusive a sensag¢ao de bem-estar dos individuos (Archer, Josefsson e
Lindwall, 2014; Shafia et al., 2017; Heijnen et al., 2016; Sampedro-Piquero e Moreno-
Fernandez, 2021).

Destaca-se, também, que o exercicio fisico aerdbico, tanto em humanos quanto
em animais, estimula a neurogénese hipocampal adulta, contribuindo para o aumento
do volume hipocampal e aos processos de aprendizagem e memoria (Figueiredo et
al., 2010; Micheli e Tirone, 2018; Voss et al., 2013). Van Praag, Kempermann e Gage
(1999) foram os pioneiros a demonstrar o efeito da atividade fisica em roda de corrida
sobre a neurogénese hipocampal de camundongos machos. Os autores identificaram
que a atividade fisica na roda de corrida foi a responsavel pela proliferacao destes
novos neurdnios no hipocampo adulto dos animais. Em 2014, Kondo e colaboradores
submeteram camundongos machos, de 9 semanas de idade, a 3 semanas de
atividade fisica em rodas de corrida, identificando que a atividade fisica aerdbica
aumentou a proliferacdo neuronal comparado ao grupo controle, bem como reduziu o
tempo de imobilidade nos testes de nado forgado e suspenséo pela cauda, indicando
que a atividade fisica aerdbica gera resiliéncia nos animais. Além disso, diversas
evidéncias mostram que o exercicio fisico aumenta a expressdo génica de
neurotrofinas e os niveis de neurotransmissores, bem como reduz o dano oxidativo
no hipocampo, estriado e outras regides corticais. Essas adapta¢des neurobioldgicas
conferem efeito neuroprotetor, melhorando o aprendizado e a resilié€ncia, bem como
reduzindo o comportamento ansioso (Kohut, Boehm, Moynihan, 2001; Radak et al.,
2001, 2006; Cotman et al., 2007; Martin et al., 2013; Gibbons et al., 2014; Zoladz et
al., 2014; Vaynman et al., 2004; Huang et al., 2006; Khabour et al., 2009; Mul et al.,
2018).

Ainda, é bem documentado na literatura que a neurogénese hipocampal pode

ser impactada por afecgdes sensoriais como a dor crénica do tipo neuropatica,
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prejudicando fungdes cognitivas como o aprendizado e a memoaria (Apkarian et al.,
2016; Xia et al., 2020; Du et al., 2021; Jiang et al., 2019). No entanto, o efeito do
exercicio fisico sobre a relagao entre a neurogénese hipocampal adulta e as respostas
sensoriais em modelos experimentais de animais alojados em condigdes laboratoriais
nao esta completamente elucidado. Visto que a maioria dos estudos acerca dos
efeitos do exercicio fisico abordam estes temas separadamente, uma compreenséao
integrada dos efeitos do exercicio fisico na nocicepgédo e sua interconexdo com 0s
processos de aprendizado e de neurogénese hipocampal adulta se torna
extremamente necessario tanto em estudos clinicos quanto pré-clinicos (Micheli et al.,
2018; Morgan et al., 2018; Trejo, Llorens-Martin e Torres-Aleman, 2008).

1.2.2. O Papel do Dimorfismo Sexual nos Efeitos do Exercicio Fisico Aerébico

Estudos cientificos apontam que o sexo é o principal fator determinante nas
diferencas de desempenho esportivo em atletas, como resultado de diferengas nos
padrdes fisiolégicos que impactam na altura, composi¢cdo corporal, e capacidade
aerobia (Haizlip, Harrison e Leinwand, 2014; Thibault et al., 2010; Brager et al., 2017;
Rezende et al., 2006). Digno de nota, existe uma grande diferenca na composicao da
fibra muscular esquelética entre homens e mulheres associada a diferengas nos
padrées genéticos, distingdes nos niveis dos hormoénios tireoidianos, estrogénio e
testosterona; bem como respostas adaptativas distintas ao treinamento fisico (Haizlip,
Harrison e Leinwand, 2014; Thibault et al., 2010; Brager et al., 2017; Rezende et al.,
2006; Abreu, Leal-Cardoso e Ceccatto, 2017). As diferencas estruturais, morfolégicas
e genéticas nos padrdes das fibras musculares sugerem que homens apresentam
maior capacidade de manter a forca contratii do musculo esquelético e menor
fatigabilidade, quando comparados a mulheres (Haizlip, Harrison e Leinwand, 2014;
Abreu, Leal-Cardoso e Ceccatto, 2017; Thibault et al., 2010).

Digno de nota, embora a participagado de mulheres nos esportes e competi¢coes
tenha aumentado significativamente nos ultimos anos, existe uma forte excluséo de
mulheres em pesquisas cientificas e, consequentemente, pouco se sabe sobre os
aspetos fisiolégicos atrelados a mulheres que possam impactar diretamente no
desempenho esportivo (Bruinvels et al., 2016). De fato, ao longo dos anos, diversos
pesquisadores se apoiaram em percepcdes sobre a variagao natural causada pelo

ciclo hormonal, excluindo massivamente mulheres e animais fémeas de pesquisas
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cientificas envovendo o exercicio fisico (Shansky, 2019). Além disso, embora
evidéncias cientificas apontam que as mulheres acreditam que algumas fases do ciclo
menstrual possam ter um impacto negativo sobre o desempenho esportivo delas, a
literatura cientifica carece de uma abordagem em nivel clinico e\ou pré-clinico que
reportem os efeitos do exercicio fisico em mulheres (ou animais fémeas) para assim
podermos compreender em maior profundidade os aspectos da fisiologia do exercicio
voltada tanto para o treinamento, quanto para a saude de mulheres (Bruinvels et al.,
2016). Assim sendo, torna-se evidente e fundamental a compreenséo da importancia
do dimorfismo sexual tanto no desempenho esportivo, quanto nos efeitos do exercicio
fisico sobre a saude humana.

Neste sentido, embora os efeitos analgésicos do exercicio fisico fiquem bem
evidentes tanto em estudos clinicos, quanto pré-clinicos, Pitcher (2018) fez uma
revisao sistematica acerca das pesquisas em modelos animais de dor que utilizaram
exercicio fisico como uma ferramenta no manejo da dor (roda de corrida e esteira
rolante) e evidenciou que, dos 40 estudos identificados, apenas 10 utilizaram fémeas
em seus respectivos trabalhos. Nesse sentido, a literatura ainda necessita de mais
evidéncias cientificas do efeito analgésico do exercicio fisico em mulheres e em
animais fémeas, bem como de um amplo estudo do papel do dimorfismo sexual em
tais efeitos. Além disso, existe um numero muito pequeno de estudos que apontam as
diferengas sexuais no efeito do exercicio fisico sobre a memdéria. Uma reviséo
conduzida por Yagi e Galea (2019) abordou as diferengas sexuais sobre a
neurogénese hipocampal e cognigao, identificando que as pesquisas encontradas
avaliaram machos e fémeas separadamente, sugerindo também, ampliar a
compreensao sobre o melhor protocolo de exercicio fisico para beneficiar a funcao
cognitiva de homens e mulheres.

Na presente tese de doutorado, nds investigamos os efeitos per se do exercicio
fisico aerdbico — previamente descrito por Bobinski (2011) — sobre o perfil sensorio-
emocional-cognitivo de camundongos mantidos em condigbes laboratoriais e
submetidos a diferentes testes comportamentais, avaliando possiveis diferengas entre

machos e fémeas.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A literatura cientifica é robusta quanto aos efeitos do exercicio fisico aerdbico
na memoéria e aprendizagem, reducdo da ansiedade e manejo da dor. No entanto,
ainda existe a necessidade de evidéncias cientificas em relacao a investigagdo do
efeito do exercicio fisico aerdbico sobre o perfil sensério-emocional-cognitivo de forma
integrada, inclusive, explorando o papel do dimorfismo sexual. Tendo em vista as
distingbes nas respostas comportamentais frente aos estimulos sensoriais,
estressantes e cognitivos entre os sexos, a presente tese investigou se o protocolo de
exercicio fisico aerdbico proposto neste trabalho teria efeitos sobre as respostas
comportamentais de camundongos machos e fémeas diante de desafios estressores.
Dessa maneira, pretendemos compreender o papel do dimorfismo sexual no perfil
sensorio-emocional-cognitivo de camundongos e os efeitos do protocolo de exercicio
fisico aerdbico sobre esse perfil.

A hipotese cientifica investigada na presente tese de doutorado € que o
exercicio fisico aerébico em esteira pode exercer efeitos neurocomportamentais em
camundongos machos e fémeas, como: diminui¢cao das respostas de medo e aumento
do comportamento de enfrentamento (resiliéncia) diante de situagdes estressantes,
melhora em tarefas cognitivas e de aprendizagem e menor percepgao aos estimulos

sensoriais nao-nocivos, como os testes de sensibilidade mecanica e térmica.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL: Avaliar os efeitos do exercicio fisico aerobico sobre o perfil
sensorio-emocional-cognitivo de camundongos adultos machos e fémeas em

condi¢des laboratoriais

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Investigar o papel do dimorfismo sexual no peso corporal e consumo alimentar
dos camundongos exercitados e controles;

e Observar as respostas comportamentais e sensoriais de camundongos machos
e fémeas exercitados e controles submetidos a testes de avaliagdo sensorial e
comportamental;

e Avaliar a ingestdo alimentar e ganho de peso corporal dos camundongos
machos e fémeas exercitados e controles;

e Quantificar a locomogao esponténea, por meio do numero de cruzamentos no
teste de campo aberto, em camundongos machos e fémeas, exercitados e
controles;

e Mensurar o efeito do protocolo de exercicio fisico aerébico no limiar de
sensibilidade, através de testes somestésicos mecanico (teste de von Frey) e
térmico (teste de sensibilidade ao frio pela exposigdo a acetona), em
camundongos machos e fémeas;

e Examinar as respostas comportamentais de enfrentamento ao estresse em
animais machos e fémeas, por meio dos testes comportamentais do campo
aberto, suspensao pela cauda e labirinto em cruz levado;

e Avaliar os efeitos do protocolo de exercicio fisico aerdbico sobre a
aprendizagem dos animais, através dos testes de reconhecimento de objetos

e teste da esquiva inibitéria da descida do tipo step down.

Para facilitar a compreensdo das etapas da pesquisa, os experimentos foram
realizados em 3 coortes diferentes (conforme figuras 2, 3 e 4), garantindo que cada
grupo de animais realizasse o menor numero de testes comportamentais possivel. Os
testes comportamentais foram repetidos em diferentes estacbes climaticas (verao e
outono) a fim de evitar viés climatico e garantir a replicabilidade dos resultados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

O presente estudo caracteriza-se como uma pesquisa quantitativa,
experimental e randomizada, sendo o protocolo experimental aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA (protocolo 1461210519). Seguimos os
principios de Russell-Burch (1959) de “reducéo, substituicdo e refinamento” no uso de
animais, conhecido como Principio dos 3R’s. Para isso foram utilizados um total de
120 camundongos machos e 120 camundongos fémeas da linhagem Swiss (2-3
meses de idade) obtidos do Biotério Central da UFSC, Universidade Federal de Santa
Catarina, os quais foram mantidos no biotério setorial do Laboratorio de neurobiologia
da dor e inflamagéo (LANDI), com temperatura controlada 22+1°C, ciclo claro/escuro
de 12 horas (liga 7h) e alimentagcao/agua ad libitum.

Para o protocolo experimental, os animais foram divididos por randomizacgao
em quatro grupos experimentais:

. Grupo 1: Machos Controles (n=60),

. Grupo 2: Fémeas Controles (n=60),

. Grupo 3: Machos Exercitados (n=60),

. Grupo 4: Fémeas Exercitadas (n=60).

Os animais foram agrupados por sexo e mantidos em grupos de 10 animais por
gaiola de polipropileno (41x34x17cm), no biotério setorial do LANDI, conforme o grupo
experimental durante todo o protocolo. O alojamento dos animais pode ser visualizado

na figura 1.
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Figura 1. Alojamento dos animais no Biotério Setorial — LANDI: Espaco fisico do biotério setorial
do LANDI, situado no departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSC, no qual as caixas de alojamento
dos camundongos permaneceram durante todo o protocolo experimental. As caixas de alojamento dos
camundongos foram higienizadas com agua e sabao neutro duas vezes por semana.

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O peso corporal de cada camundongo foi verificado em balanga analitica
portatil (BestFer — SF 400) a fim de acompanhar possiveis alteracbes dos pesos
corporais no decorrer da execugdo do protocolo experimental. A ingesta de ragao
também foi mensurada semanalmente. Antes de iniciar o protocolo de exercicio fisico,
os animais dos grupos exercitados (machos e fémeas) foram submetidos ao teste de
esforco incremental em esteira, a fim de demonstrar que o desempenho dos
camundongos na velocidade estabelecida para o protocolo experimental foi
semelhante entre os sexos, conforme descrito no item 4.3.1. Apds 48h de repouso,
os animais foram ambientados na esteira (Athletic Advanced 2, Joinvile, SC, Brasil)
nas velocidades de 0 m/min ou 10 m/minuto, conforme o grupo experimental: controle
ou exercitado, respectivamente, por seis dias consecutivos durante cinco minutos/dia.
Posteriormente, os animais dos grupos exercitados iniciaram o protocolo experimental
de exercicio fisico. O protocolo de exercicio fisico aerdbico consistiu na exposicao dos
animais a esteira rolante de corrida (10 m/min) por 30 min/dia, cinco dias por semana,
por duas semanas totais. Os animais do grupo controle permaneceram 30 min/dia
sobre a esteira rolante de corrida parada (0 m/min), durante 0 mesmo periodo, a fim
de evitar qualquer viés experimental relacionado a manipulagado dos animais. Vinte e

quatro horas depois de findado o protocolo de exercicio, todos os animais foram
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submetidos a testes comportamentais durante trés dias consecutivos, conforme

esquematizado na figura 2.

4.3. TESTES COMPORTAMENTAIS
Em todos os testes comportamentais, os animais foram habituados na sala de
realizagao dos testes durante 1 hora antes de iniciar os testes comportamentais, os

quais foram realizados durante a fase clara do ciclo (9h -17h).

4.3.1. Teste De Esforco Incremental Em Esteira Rolante:

ApoOs a inclusdo randémica dos animais nos grupos experimentais, 0s
camundongos machos e fémeas dos grupos exercitados foram submetidos ao teste
incremental em esteira rolante elétrica antes de iniciar o protocolo experimental de
exercicio fisico. A velocidade da esteira rolante no teste iniciou em 16m/min e foi
aumentado 3m/min a cada 3 minutos até a exaustdo individual de cada animal. A
exaustdo do animal neste teste incremental foi identificada quando o animal
permanecia encostado na parede posterior da baia, mesmo apdés 3 delicados
incentivos manuais. Diante da exaustdo do camundongo, ele era, entao, retirado da
esteira e o tempo total de corrida do animal no teste registrado. Digno de nota, a
esteira permaneceu com 0% de inclinacdo durante todo o periodo de teste (Ferreira
et al., 2007). Esse teste possibilitou identificar a velocidade maxima de cada animal e,
assim, demonstrar possiveis diferencas no desempenho entre 0os sexos no exercicio
fisico em esteira rolante. Assim, garantimos que o protocolo de exercicio fisico
aerobico empregado no presente trabalho fosse desempenhado na mesma

intensidade e volume entre os animais de diferentes sexos.

4.3.2. Avaliagao do Consumo de Ragao e Peso Corporal
O peso corporal dos animais e o consumo de ragao foram avaliados
semanalmente, de preferéncia, entre as 9 e 12h.
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e Peso corporal:

O peso corporal foi monitorado semanalmente durante todo o protocolo de
exercicio fisico através de uma balanga analitica ja descrita anteriormente. A pesagem
dos animais foi realizada na sala onde os mesmos foram submetidos ao protocolo
experimental de exercicio fisico aerdbico. Esta pesagem ocorreu antes do inicio das

atividades na esteira.

e Consumo de ragéo:

Aingestdo de alimentos foi mensurada semanalmente durante todo o protocolo
de exercicio fisico. O calculo do consumo de ragao consistiu na diferenca do peso da
racao colocada na grade da gaiola e o peso da ragdo mensurada periodicamente.
Como os animais estao alojados em grupos de 10, o valor mensurado foi normalizado

pelo peso corporal de cada animal.

4.3.3. Protocolo de Exercicio Aerébico em Esteira:

O nosso grupo de pesquisa tem avaliado e comprovado o efeito analgésico do
protocolo de exercicio fisico aerdbico por 2 semanas em alguns modelos
experimentais de dor (Bobinski et al., 2011; 2015). Este modelo de exercicio fisico
consistiu em ambientar os animais na esteira durante seis dias antes do inicio do
protocolo de exercicio, 5 minutos por dia, a uma velocidade de 10 m/min, a fim de
minimizar o estresse causado pelo ambiente diferente. O programa de exercicio fisico
em camundongos foi realizado no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamagao
(LANDI, UFSC) e executado com uma esteira ergométrica (Advanced 2, Athletic,
Joinville, SC, Brasil) adaptada para camundongos contendo 12 raias individuais (25 x
10 x 9,5 cm) de acrilico. O protocolo experimental de exercicio fisico em camundongos
consistiu em corrida na esteira rolante durante 30 min por dia a uma velocidade de 10
m/min, sem inclinagao, cinco dias por semana, por duas semanas (Mess et al., 2019).
Os animais dos grupos nao exercitados (controles) foram apenas manipulados e
colocados na esteira parada, pelo mesmo tempo, a fim de serem submetidos aos
mesmos procedimentos operacionais. Digno de nota, estudos prévios de nosso
laboratério de pesquisa demonstram que este modelo experimental ndo gerou
alteragdes nos niveis de lactato sanguineo (o programa de exercicio fisico empregou

cerca de 75% de carga da maxima fase estavel do lactato), o que se subentende de
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um modelo experimental de exercicio fisico de baixa intensidade (Bobinski et al., 2011).
Dando continuidade a este trabalho, nés empregamos o mesmo protocolo
experimental com o intuito de verificar os efeitos do exercicio fisico aerdbico sobre o
perfil sensorio-emocional-cognitivo de camundongos adultos machos e fémeas em

condi¢des laboratoriais.

4.3.4. Teste de von Frey — Up & Down:

O limiar basal de dor mecanica foi avaliado utilizando monofilamentos de von
Frey a partir de gramaturas entre 0,02 e 8 gramas (VFH, Stoelting, Chicago, IL, EUA).
Foi observada a resposta de retirada da pata estimulada, frente a um estimulo
mecanico como descrito previamente por Bobinski et al. (2011b). Os animais foram
colocados individualmente em uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo,
posicionada sobre uma plataforma com malha de arame, para permitir o acesso a
superficie plantar da pata dos animais aos monofilamentos. O teste consistiu na
aplicacédo do filamento de von Frey (durante 5 segundos) na pata posterior direita,
atendendo alguns critérios: i) a aplicagao foi feita perpendicularmente a superficie
plantar; ii) a pressao foi suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-
se assim pressao total; iii) os animais foram avaliados quando as quatro patas
estavam acomodadas sobre a tela de apoio e iv) a resposta de retirada da pata foi
considerada positiva quando o animal removeu totalmente a pata da tela de apoio. O
resultado deste teste foi expresso em média de acordo com as gramaturas dos

filamentos aplicados.

4.3.5. Teste de Sensibilidade Térmica ao Frio:

A avaliagcdo da hiperalgesia térmica ao frio foi avaliada conforme o método
descrito por Flatters e Bennett (2004), com pequenas modificagbes. Os animais foram
aclimatados em caixas acrilicas individuais (9x9x8 cm) em uma plataforma elevada
de assoalho aramado, permitindo acesso a superficie ventral das patas, e 50 uL de
acetona foi sutiimente aplicado na superficie ventral da pata posterior direita. A
resposta comportamental foi avaliada durante 20 segundos e registrada em escores:
0 — nenhuma resposta; 1 — rapida retirada ou movimento brusco da pata; 2 — retirada

prolongada ou agitagao repetida da pata; 3 — agitacao repetida seguida de lambida da
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pata; 4 — Vocalizagao. A aplicacéo de acetona foi repetida trés vezes, em intervalos
de cinco minutos, e a soma dos escores foram utilizadas para as analises estatisticas
(Cordova et al., 2011).

4.3.6. Teste de Campo Aberto:

O teste de campo aberto foi usado para avaliar as atividades locomotoras e
exploratorias dos animais, sendo que a tendéncia natural do camundongo em um novo
ambiente é explora-lo (Prut e Belzung, 2003). O teste foi realizado individualmente
com cada animal por 10 minutos de livre exploragdo em uma arena quadrada de 50
cm largura x 50 cm profundidade x 40 cm de altura. O teste foi gravado em video por
uma camera posicionada 1,00 m de distancia acima da area de observagédo. O
experimento foi analisado manualmente, para os seguintes parametros: numero total

de cruzamentos, tempo total de permanéncia no centro e na periferia (%) do aparato.

4.3.7. Teste de Suspensao Pela Cauda:

Descrito por Steru e colaboradores, em 1985, o teste de suspensao pela cauda
possibilita a determinagdo do comportamento dos animais para reagir a uma situagao
de estresse agudo e inescapavel. O teste de suspensao pela cauda é um teste muito
utilizado para analisar a atividade tipo-antidepressiva e resiliéncia de camundongos
(Leone et al., 2014; Mul et al., 2018; Cryan, Mombereau e Vassout, 2005), em que os
animais sao presos verticalmente pelo terco final da cauda com uma fita adesiva em
um anteparo colocado a uma distancia do chdo e o comportamento de enfrentamento
ao estado de desespero comportamental inescapavel é analisado. Nesse sentido, o
comportamento de mobilidade/resiliéncia (tentativa de escape; resposta ativa) ou
imobilidade (resposta passiva de enfrentamento) dos animais € mensurado como um
indicativo de atividade antidepressiva\depressiva e resiliéncia. No presente estudo,
os camundongos foram visualmente e acusticamente isolados, suspensos
verticalmente pelo tergco da cauda preso por uma fita adesiva a 50 cm do chao, e o
tempo de imobilidade e a laténcia para o primeiro episddio imovel foi registrado em

um periodo de 5 minutos.



47

4.3.8. Labirinto em Cruz Elevado:

O teste do labirinto em cruz elevado se baseia na exposi¢do dos animais em
um aparato comportamental contendo dois bragos abertos e dois bragos fechados.
Esse teste oferece um paradigma comportamental entre a exploragdo de ambientes
escuros e fechados e a aversdo de ambientes abertos/elevados por parte de roedores.
Este € um conflito psicolégico importante para compreender a cogni¢ao e a emogao
dos animais (Pawlak et al., 2021; Rodgers e Dalvi, 1997). Esse teste € reconhecido
pela avaliagdo do comportamento tipo-ansioso (menor exploragéao dos bragos abertos)
e ansiolitico (maior exploracédo dos bragos abertos) em roedores (Walf e Frye, 2007).
Nesse teste avaliamos o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos e
nos bragos fechados (tempo em %) e avaliamos o tempo total da avaliagéo de risco
(quando mergulham a cabeca para baixo do brago aberto e esticam o corpo para
frente) que € um comportamento indicativo de ansiedade em roedores (Komada,
Takao e Miyakawa, 2008; Kraeuter, Guest e Sarnyai, 2019; Lamprea et al., 2000). O
aparato consistiu em uma plataforma central (6 x 6 cm), com dois bragos abertos (30
x 6 cm) alinhados perpendicularmente a dois bragos fechados (30 x 6 x 17 cm) e
elevados a 50 cm acima do chao. Os camundongos foram colocados na plataforma
central de frente para um braco fechado e exploraram o labirinto por 5 minutos. Os
videos foram analisados visualmente por um avaliador “cego” para as condigdes

experimentais empregadas.

4.3.9. Teste de Reconhecimento de Objetos

Esse teste comportamental é utilizado para acessar a memoéria de
reconhecimento em roedores, baseando-se na tendéncia natural do animal em
explorar mais o objeto novo em detrimento do objeto familiar, em um contexto
conhecido. Sendo assim, cada animal foi ambientando individualmente durante 10
minutos numa arena quadrada de 50x50x40 cm, a fim de se familiarizar com o aparato,
voltando para suas caixas de alojamento em seguida. Apos 24 horas, cada animal foi
colocado novamente no aparato, agora contendo dois objetos idénticos posicionados
em seu interior. Essa fase do protocolo experimental foi denominada de treino e
consistiu em livre exploragdo dos dois objetos pelo animal por um periodo de 5
minutos. Apds o treino os animais foram relocados as suas caixas-moradia. No

terceiro dia, os animais foram novamente expostos a arena, agora contendo um objeto
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familiar e um objeto novo (ndo-familiar) no interior da arena. Essa terceira exposigao
dos animais a arena foi denominada de teste. No teste cada animal teve 5 minutos
para livre exploragédo dos objetos. Digno de nota, a cada troca de animal, a arena foi
limpa com alcool 70%. O teste foi gravado e o comportamento exploratério dos
animais (cheirar, tocar ou roer o objeto) analisado. O calculo utilizado para identificar
o indice discriminatério foi (Tnovo — Tfamiliar) / (Tnovo + Tfamiliar), cujo Tnovo é o
tempo gasto explorando o objeto ndo-familiar e Tfamiliar € o tempo gasto explorando
o objeto familiar. O indice de discriminagao varia de -1 a 1, sendo a pontuagéo zero o
correspondente a indiferenga entre objeto novo e familiar — valores negativos indicam
maior preferéncia pelo objeto familiar e valores positivos indicam maior preferéncia

pelo objeto novo.

4.3.10. Teste de Esquiva Inibitéria de Descida do Tipo Step Down

Nesse teste, cada animal foi colocado delicadamente e individualmente em
uma plataforma acrilica (10x10%x2 cm) posicionada a esquerda da caixa de contexto.
A caixa de contexto consistiu em um aparato feito em aluminio (50x 25 x 25 cm), com
a parede frontal e teto de acrilico e piso gradeado (com barras metalicas de 0,1 cm de
diametro, afastadas 1 cm uma das outras). Um gerador de choques estava conectado
ao piso gradeado, permitindo a aplicagao de choques elétricos, conforme o protocolo
experimental. Tanto a sessao de treinamento, quanto a sessao teste, apresentaram o
tempo maximo de 180 segundos de livre exploragdo do aparato pelos animais. Na
fase de treino quando os animais desceram da plataforma de acrilico na grade elétrica
com as 4 patas, o experimentador acionou manualmente um botdo que disparou o
choque elétrico de 0,5 mA durante 3 segundos nas patas de cada animal. Apds o
choque nas patas dos animais, o examinador retirou o animal do aparato. Este evento
aversivo & considerado uma tarefa de aprendizagem, uma vez que 0s animais
associam a descida na grade ao choque nas patas, possibilitando a formacdo da
memoria contextual associativa aversiva. Para avaliar a aprendizagem, decorridos
24h, 7,14, 21 e 28 dias da sessao de treino, os animais foram colocados novamente
na plataforma, e a laténcia para a descida com as 4 patas na grade elétrica foi avaliada.
Assim que o animal desceu na grade com as 4 patas, foi retirado do aparato pelo
examinador. A retencdo de memoaria foi medida pela laténcia em descer a grade

durante as sessdes de teste em comparagdo com a sessao de treinamento.
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4.4. DESENHO EXPERIMENTAL

-1 01 6 8 13 16 21 22 23 24 25 26
e e red

Ambientagdo Protocolo de Protocolo de

e Toe B om0 oe Testes Eutanasia
Teste de em esteira 5 Exercicio 30 Exercicio 30 comportamentais
Esforco \_Y_}
Massa corporal e Massa corporal e Massa corporal e Massa corporal e
Consumo de racio Consumo de ragdo Consumo de ragdo Consumo de ragdo

Figura 2 Esquema representativo do desenho experimental — padrao com o respectivo protocolo de
exercicio fisico e as andlises realizadas. Antes de iniciar qualquer analise, os animais do grupo exercitado foram
submetidos ao teste de esfor¢o incremental. Todos os animais foram monitorados quanto ao consumo de ragdo e
peso corporal desde uma semana antes de iniciar a ambientagdo na esteira. Os testes basais para somestesia
(von Frey e Sensibilidade ao frio) também foram realizados antes de iniciar o protocolo com os grupos exercitados
e controles. Os animais foram ambientados na esteira por 6 dias e submetidos ao protocolo experimental de
exercicio fisico por 2 semanas. Nos dias 23-25 os animais foram submetidos a distintos testes comportamentais.
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Esforco l Teste de Von Frey
Teste de Teste de Suspensdo
Teste de Von Frey Sensibilidade ao frio Pela Cauda
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Sensibilidade ao frio Labirinto em cruz
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Figura 3 Esquema representativo do Desenho Experimental referente ao 1° Coorte de animais utilizados
com o respectivo protocolo de exercicio fisico e os testes comportamentais analisados: Todos os animais
realizaram os testes somestésicos antes de iniciar a habituacdo na esteira. Em segquida, realizaram 6 dias de
habituagdo na esteira por 5 minutos — 0s grupos exercicio com a esteira na velocidade constante de 10m/min e os
controles com a esteira desligada. Apds, os animais iniciaram o protocolo de exercicio fisico na velocidade de 10
m/min (ou esteira desligada para grupos controles), 5 dias da semana por 2 semanas. E, finalmente, findado o
protocolo de exercicio fisico, todos os animais foram submetidos novamente aos testes somestésicos (dia 23),
teste do labirinto em cruz elevado (dia 24) e teste de suspenséo pela cauda (dia 25) (n=20 por grupo).
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Esforgo Campo aberto | Eutandsia
Reconhecimento de
objetos

Figura 4 Esquema representativo do Desenho Experimental referente ao 2° Coorte de animais utilizados
com o respectivo protocolo de exercicio fisico e os testes comportamentais analisados: Todos os animais
realizaram o mesmo processo de habituagdo e protocolo de exercicio fisico em esteira (ou esteira desligada)
conforme o 1° Coorte. E, finalmente, findado o protocolo de exercicio fisico, todos os animais foram submetidos
aos testes comportamentais de campo aberto (dia 23), e teste de reconhecimento de objetos (dia 24-25) (n=20 por

grupo).
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Figura 5 Esquema representativo do Desenho Experimental referente ao 3° Coorte de animais utilizados
com o respectivo protocolo de exercicio fisico e os testes comportamentais analisados: Todos os animais
realizaram o mesmo processo de habituagdo e protocolo de exercicio em esteira (ou esteira desligada) conforme

o 1° Coorte. E, finalmente, findado o protocolo de exercicio fisico, todos os animais foram submetidos ao teste
comportamental de esquiva inibitoria da descida do tipo step down (n=20 por grupo).

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados quanto a normalidade dos dados, descritos
como média £ erro padrao da média (EPM) quando analises paramétricas e como
mediana com interquartil quando analises ndo-paramétricas. Inferéncias diferengas
estatisticas foram analisadas através de teste T de Student, analise da varidncia
(ANOVA) de uma ou duas vias ou para medidas repetidas, seguidos do teste de post-
hoc de Tukey (dados paramétricos) ou Sidak (dados nao paramétricos). A diferenca
foi considerada significativa quando P < 0,05. Para a analise de correlagédo entre as
variaveis analisadas, os dados passaram por analise de regresséao linear seguida por
analise do coeficiente de Pearson. Para a avaliagao da for¢a de correlacao, o “r” foi
identificado como fator de correlacao fraco (0,3 - £0,5), moderado (0,6 - £0,7), muito
forte (£0,8 - £0,9) e perfeito (£1), conforme a Tabela 1 descrita abaixo e adaptada de
Akoglu (2018).

Interpretacao do Coeficiente de Correlagao de Pear-
son e Spearman

Coeficiente de Correlagao (R) Forca
(1) (-1) Perfeito
(+0,8) — (+0,99) (-0,8) — (-0,99) Forte
(+0,6) — (+0,79) (-0,6) — (-0,79) Moderado
(0,3) — (+0,59) (-0,3) — (-0,59) Fraco
(+0,1) — (+0,29) (-0,1) - (-0,29) Pobre
(0) — (+0,1) (0)=(-0,1) Nenhum

Tabela 1: Interpretacdo do coeficiente de correlagdo de Pearson e Spearman
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5. RESULTADOS

5.1 OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO SOBRE A INGESTAO
ALIMENTAR E PESO CORPORAL DE ANIMAIS MACHOS E FEMEAS

5.1.2. Teste de Esforco Incremental Demonstra Desempenho Semelhante Entre
Machos e Fémeas:

No teste de esfor¢o incremental observa-se a fadiga dos animais expostos a
esteira de corrida com acréscimos graduais e subsequentes de velocidade. Neste
sentido, cada animal foi retirado do teste conforme sua exaust&o individual e o tempo
que o animal permaneceu no teste até sua exaustao foi registrado (Figura 6). Dessa
forma, identificamos que a velocidade maxima dos animais machos variou de 40 a 73
m/min, apresentando uma meédia de 54,87+1,45 m/min. Os camundongos fémeas
apresentaram uma variacao de velocidade maxima de 36 a 66 m/min, com uma média
de 52,15+1,85 m/min. O Teste T de Student, ndo pareado, ndo demonstrou diferengas
significativas nas velocidades maximas entre os sexos [t (58) =1,157; p = 0,2522].
Concluimos, assim, que o desempenho no teste de esfor¢co incremental em esteira foi
semelhante entre camundongos machos e fémeas, ndo havendo dimorfismo sexual
neste parametro analisado. Além disso, n6s asseguramos dessa maneira que o limiar
de intensidade escolhido para ser empregado no protocolo de exercicio fisico a partir

da velocidade de 10 m/min € o mesmo para ambos 0S SeXxos.
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Figura 6: Avaliacdo da capacidade cardiorrespiratoria no teste de esforco incremental em
camundongos adultos machos e fémeas submetidos ao protocolo de exercicio fisico aerébico.
Teste de velocidade maxima até a exaustdo dos animais, realizado em esteira rolante elétrica. (N= 30
por grupo) Os dados foram analisados pelo Teste T de Student ndo pareado (MédiatEPM).
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5.1.3. Exercicio Fisico Aerébico Previne Ganho de Peso Corporal em
Camundongos Machos e Fémeas, Aumentando A Ingestao Alimentar de Forma
Diferente Entre os Sexos.

Na figura 7-A demonstramos o peso corporal dos animais empregados em
nosso estudo. O peso corporal dos animais foi verificado antes de iniciar qualquer tipo
de manipulagao (“peso basal”), apds o periodo de adaptagcédo dos animais a esteira de
corrida (peso obtido na semana 1), apos a 12 semana do protocolo de exercicio fisico
(peso obtido na semana 2) e apos a 22 semana do protocolo de exercicio fisico (peso
obtido na semana 3).

Os nossos resultados indicam que os camundongos machos (controles ou
exercitados) apresentaram peso corporal maior que as fémeas (P< 0,0001), tanto nas
analises basais quanto nas mensuragdes em semanas experimentais subsequentes.
Os grupos controles (machos e fémeas) apresentaram um aumento gradativo em seus
pesos corporais comparados aos respectivos pesos corporais basais, sendo que o
grupo machos controles apresentou uma diferenga estatistica no peso corporal na 12
semana (P=0,04) e na 22 e 32 semanas (P=0,006); o grupo fémeas controles
apresentou aumento no peso corporal apenas na 32 semana (P=0,03). Ja os grupos
exercitados (machos e fémeas) nao apresentaram diferencas estatisticas no peso
corporal durante todo o protocolo experimental.

Além disso, na 12, 22 e 3% semanas foi possivel observar que o peso corporal
do grupo macho controle era estatisticamente maior que o peso corporal do grupo
macho exercitado (P=0,0003; P<0,0001; P<0,0001) e nao teve diferencas estatisticas
entre 0s grupos nas mensuragdes do peso basal. Ja entre as fémeas, na 22 e 32
semanas foi possivel observar que o peso corporal do grupo Fémea Controle era
estatisticamente maior que o peso corporal do grupo Fémea Exercitada (P=0,04 e
P=0,004) e nao teve diferengas estatisticas entre os grupos nas mensuracgoes do peso
basal. AANOVA de duas vias para medidas repetidas revelou diferengas significativas
para os fatores sexo [F (3, 240) = 179,7; P <0,05] e exercicio fisico [F (3, 80) = 6,151,
P<0,05], mas nao para a interagdo sexo x exercicio fisico [F (9, 240) = 1,109, P>0,05].

Ao avaliar o consumo de ragao basal (Figura 7-B), observou-se que 0s animais
machos (controle e exercitado) ingeriram mais ragdo que as fémeas (Controle

P<0,0001; Exercitadas P=0,001). Nas analises no consumo de ragao obtidas nas
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semanas 2 e 3, observou-se que somente os animais machos exercitados diferiam
significativamente dos animais fémeas exercitados (P<0,0001).

Quando se avaliou o consumo de ragao por grupo, constatou-se que o grupo
machos controles ingeriu mais ragcdo comparado ao valor basal apenas a 3% semana
(P<0,0001). Ja os machos exercitados aumentaram o consumo de ragao nas duas
semanas do protocolo de exercicio aerdbico em esteira (semana 2 e 3; P<0,0001). Ja
em relagdo as fémeas, o grupo Fémea Controle apresentou um consumo crescente
desde a semana 1 de analise se estendendo até a semana 3 (P<0,0001). O grupo
fémea exercitado aumentou o consumo de ragdao apenas na ultima semana do
protocolo (P<0,01). ANOVA de duas vias com medidas repetidas, revelou diferencas
significativas para os fatores sexo [F (3, 80) = 47,29; P<0,0001], exercicio fisico [F (3,
80) = 47,29; P<0,0001]). Ja na figura 7-C, apresentamos os resultados referentes a
variacao de peso corporal dos animais (Ag) e verificamos que o exercicio fisico reduziu
a variagao de peso corporal em camundongos machos e fémeas. A ANOVA de duas
vias revelou efeito do exercicio fisico [F(1,40)=41,25, P < 0,0001], mas ndo para o
sexo [F(1,40)=0,1890; P = 0,6661] ou para a interagdo exercicio fisico x
sexo[F(1,40)=1,619; P =0,2105]. Sendo assim, os grupos exercitados de ambos os
sexos apresentaram menor variagao do peso corporal comparado aos respectivos

grupos controles (Machos exercitados: P<0,0001; Fémeas exercitadas: P=0,0015).
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Figura 7: Acompanhamento do peso corporal e consumo de ragdo em camundongos adultos
machos e fémeas submetidos ao protocolo de exercicio fisico aerébico. A) mensuragdo do peso
corporal de cada grupo no decorrer de 4 semanas. B) mensuragao do consumo de ragdo de cada grupo
no decorrer de 4 semanas. Anova de duas vias para medidas repetidas (MédiatEPM), seguido de post
hoc Tukey. C) Efeito do exercicio fisico aerdbico sobre a variagdo de peso corporal de camundongos
machos e fémeas. Variagcao realizada através do calculo (peso corporal final — peso corporal basal).
ANOVA de duas vias. (N= 21 por grupo) *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005. * comparagao entre controle

e exercicio, # comparag¢do de medidas repetidas, ¢ comparagdo entre sexos.

5.2. OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO SOBRE AS RESPOSTAS

SOMESTESICAS DOS ANIMAIS FRENTE AOS ESTIMULOS TERMICOS E
MECANICOS

5.2.1. Exercicio Fisico Aerébico é Suficiente Para Modificar o Limiar de
Sensibilidade em Camundongos Machos e Fémeas

Utilizando o teste de Von Frey — Up & Down, investigamos o limiar de
sensibilidade mecanica (em gramas) das patas dos animais frente a um estimulo ndo
nocivo (Figuras 8-A, B e C). A figura 8-A mostrou que os camundongos fémeas
apresentaram limiar de sensibilidade mecéanica inferior ao dos machos. O teste T de
Student revelou diferengas significativas no limiar mecanico basal entre machos e
fémeas [t (78) = 3,242; P =0,0017].

Na figura 8-B demonstramos o efeito do protocolo de exercicio fisico aerdbico

sobre o limiar de sensibilidade mecanica em camundongos machos e fémeas,
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comparado aos seus respectivos grupos controles (100%). O teste T de Student
revelou efeito do exercicio fisico aerébico no limiar de sensibilidade mecéanica nos
camundongos fémeas [t (38) = 3,726; P<0.001], e machos [t (38) = 2,816; P=0,007].

Ja na figura 8-C, a variagao do limiar de sensibilidade mecanica a um estimulo
nao nocivo (Limiar de sensibilidade mecéanica ao final do protocolo experimental
menos o limiar de sensibilidade mecanica basal) foi demonstrada. Os grupos controles
apresentaram uma variagdo negativa, indicando que o limiar de sensibilidade
mecanica sofreu uma redugdo em relacdo ao basal. Ja os grupos exercitados
apresentaram uma variagao positiva do limiar de sensibilidade mecanica, indicando
que necessitaram de um estimulo com gramatura superior do filamento de Von Frey
para que respondessem com a retirada da pata. Através da analise de ANOVA de duas
vias, os grupos exercitados apresentaram um aumento significativo na variagcao de
sensibilidade mecéanica comparado aos respectivos grupos controles (P=0,01 entre os
machos e P=0,0003 entre as fémeas). A ANOVA de duas vias indicou efeito para a
intervencdo exercicio fisico [F(1,76)=23,49; P <0,001], mas ndo para o0 sexo
[F(1,76)=0,6060; P = 0,4387] e para a interagao sexo x exercicio fisico [F(1,76)=1,271;
P =0,2632].

Noés avaliamos também a sensibilidade dos camundongos ao frio através do
teste de exposicao a acetona (figuras 8-D-F). Todos os animais foram submetidos ao
teste de exposicdo a acetona antes de realizarmos qualquer manipulacéo, a fim de
assegurarmos a resposta basal dos animais (figura 8-D). O teste T de Student
demonstrou diferencas significativas entre os animais de distintos sexos nas respostas
comportamentais observadas no teste de exposicdo a acetona [t(78)= 1,635; P <
0,0343]. Em suma, os dados reportam que as fémeas apresentaram maiores escores
de respostas comportamentais que os machos no teste de hiperalgesia térmica ao frio.

A figura 8-E mostra o efeito do protocolo de exercicio fisico nas respostas
comportamentais de camundongos machos e fémeas no teste de hiperalgesia
induzida pela exposicdo a acetona. Considerando que o valor da média dos
respectivos grupos controles foram consideradas 100%, os grupos exercitados
apresentaram uma redug¢ao percentual nas respostas comportamentais ao estimulo
frio em machos (P=0,0004) e fémeas (P<0,0001). O teste T de Student revelou que o
exercicio fisico aerdbico reduziu os escores comportamentais no teste de exposicao
a acetona em camundongos fémeas [t (76) = 18,29; P < 0,01], e em camundongos
machos [t (76) = 18,29; P < 0,01].
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Finalmente, na figura 8-F, verificamos a variacdo da resposta ao estimulo ao
frio (escores no teste de hiperalgesia ao frio ao final do protocolo experimental menos
0os escores no teste de hiperalgesia ao frio basal) entre os grupos controles e
exercitados. Os grupos exercitados (machos e fémeas) apresentaram uma variagao
negativa nos escores comportamentais no teste de exposigao a acetona, indicando
que responderam menos ao estimulo frio. A analise ANOVA de duas vias nos mostra
que os animais exercitados apresentaram uma reducdo significativa na variagao
comparada aos respectivos grupos controles (P=0,007 entre os machos e P<0,0001
entre fémeas). AANOVA de duas vias indicou efeito para a intervengao exercicio fisico
[F(1,78)=31,46; P <0,001], mas nao para o sexo [F(1,78)= 1,621; P = 0,2067] e para
a interagao sexo x exercicio fisico[F(1,78)=0,1265; P = 0,7231].

Através de nossos resultados nos dois testes somestésicos distintos analisados,
geramos fortes subsidios cientificos de que o dimorfismo sexual € um componente
importe a ser analisado nas respostas somestésicas e que o exercicio fisico aerdbico

foi suficiente para modificar o limiar de sensibilidade dos animais de ambos os sexos.
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Figura 8: Efeito do exercicio fisico aerébico sobre a sensibilidade mecanica e térmica ao frio em
camundongos adultos machos e fémeas. A) Teste de sensibilidade mecénica Von Frey — Up and
Down, basal. B) Comparagdo do limiar de sensibilidade mecéanica entre os grupos exercitados e
controles, machos e fémeas (valores em %). C) Variagédo do limiar de sensibilidade mecénica. D) Teste
de sensibilidade térmica ao frio pela exposigao a acetona, basal. E) Comparagédo da resposta ao frio
entre controles e exercitados (valores em %). F) Variagao da resposta ao frio. (N= 20 por grupo) *P<0,05;
**P<0,005; ***P<0,0005.

5.3. OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO SOBRE A LOCOMOGAO
ESPONTANEA E AS RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS DOS ANIMAIS FRENTE A
ESTIMULOS ESTRESSANTES

5.3.1. Exercicio Fisico Aerdbico Altera a Atividade Locomotora de
Camundongos Adultos de Forma Distinta Entre Machos E Fémeas no Teste de
Campo Aberto

Ao avaliar a locomocgao espontanea dos animais, verificou-se que o exercicio
fisico aerdbico ndo gerou alteragao significativa na ambulagao dos animais, desde que
nao houve diferengas significativas no numero de cruzamentos no campo aberto entre
os grupos experimentais (Figura 9). No entanto, quando se avaliou as diferengas entre
0s sexos, observou-se que ambos os grupos compostos por fémeas apresentaram
maior numero de cruzamentos comparado aos machos (P<0,0001). ANOVA de duas
vias revelou significancia para o fator sexo [F (1, 20) = 47,95], e para o fator exercicio
fisico [F (1, 20) = 5,864], mas nao para a interagao entre o sexo e o exercicio fisico [F
(1, 20) = 0,02032].
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Figura 9: Atividade locomotora em camundongos adultos machos e fémeas submetidos ao
protocolo de exercicio fisico aerébico. Numero de cruzamentos dos animais de distintos grupos
experimentais submetidos ao teste do campo aberto. ANOVA de duas vias (MédiatEPM), seguido de
post-hoc Tukey. (N= 20 por grupo) *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005. * comparagao entre controle e
exercicio, # comparacao de medidas repetidas, ¢§ comparacao entre macho e fémea.

5.3.2. Efeitos Ansiolitico e de Resiliéncia ao estresse induzidos pelo Exercicio
Fisico Aerébico em Camundongos Machos e Fémeas Mantidos em Condigoes
Laboratoriais.

A figura 10 apresenta o tempo total de permanéncia dos animais na periferia e
no centro do campo aberto. Os grupos controles machos e fémeas nao apresentaram
diferenga no tempo de permanéncia no centro do campo aberto. Quando avaliamos o
efeito do exercicio fisico, o grupo machos exercitados permaneceu mais tempo no
centro do aparato, quando comparado ao grupo machos controles (P=0,0009). Além
disso, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos fémeas exercitadas e fémeas
controles em relagdo ao tempo no centro do campo aberto. ANOVA de duas vias
revelou significancia para os fatores sexo [F (1, 18) = 6,277; P<0,05], mas sem
significancia para exercicio [F (1, 18) = 2,318; P>0.05] e a interagdo entre sexo e
exercicio [F (1, 18) = 2,867; P>0,05].
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Figura 10: Avaliagdo do tempo de permanéncia no centro e periferia no campo aberto em
camundongos adultos machos e fémeas submetidos ao protocolo de exercicio fisico aerébico.
ANOVA de duas vias (Média tEPM). (N= 20 por grupo) *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005. * comparagao
entre controle e exercicio, ¢ comparag¢ao entre macho e fémea.

Na Figura 11-A encontram-se os resultados obtidos de animais expostos ao
teste do labirinto em cruz elevado. Os resultados demonstram que camundongos
fémeas permaneceram menos tempo nos bragos abertos, comparado aos machos
(P=0,003). Além disso, nao houve efeito do exercicio fisico nos animais machos em
relacdo ao tempo de permanéncia no brago aberto. No entanto, camundongos fémeas
exercitados apresentaram um aumento (P=0,002) no tempo de permanéncia no braco
aberto em comparacdo as fémeas controles. ANOVA de duas vias identificou
significancia para os fatores sexo [F (3, 57) = 165,1] e para a interagdo entre sexo e
exercicio [F (3, 57) = 9,443], mas nao para o fator exercicio [F (1, 19) = 1,200].

Nés também verificamos que camundongos fémeas, mas nao machos,
exercitados reduziram o tempo de permanéncia nos bracos fechados, comparado aos
respectivos controles (P=0,003). ANOVA de duas vias.

Ainda, ao investigar o tempo total de avaliagdo de risco (Figura 11-B)
demonstrou-se que ambos os grupos exercitados machos e fémeas apresentaram
menor tempo de avaliagao de risco comparado aos seus respectivos grupos controles

(machos controles P <0,0001; fémeas controles P <0,0001). Também foi verificado
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que os grupos experimentais de fémeas apresentaram menor tempo de avaliagao de
risco comparado aos respectivos machos (fémeas controles P= 0,0016; fémeas
exercitadas P= 0,0014). AANOVA de duas vias revelou significancia para o fator sexo
[F (1, 19) = 42,74; P<0,0001]; fator exercicio fisico [F (1, 19) = 140,4; P<0,0001], mas
nao para a interagao entre sexo e exercicio [F (1, 19) = 0,02099; P>0,05].

O teste utilizado para avaliar a resposta comportamental dos animais frente a
um estresse agudo e inescapavel foi o teste de suspensao pela cauda (Figura 11-C).
Quando avaliamos através do teste de ANOVA de duas vias, ndo houve diferenga
estatistica quanto ao fator sexo [F (1, 20) = 0,03200; P>0,05] nem para a interagao
entre sexo e exercicio [F (1, 20) = 0,09782; P>0,05], mas teve para o fator exercicio,
[F (1, 20) = 106,0; P<0,0001]. Neste sentido, os grupos exercitados machos e fémeas

apresentaram menor tempo imoével comparado aos grupos controles (P<0,0001).
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Figura 11: Efeito tipo-ansiolitico e de resiliéncia ao estresse induzidos pelo exercicio fisico
aerobico. A e B) Labirinto em Cruz Elevado, ANOVA de duas vias, post hoc Tukey e Sidak,
respectivamente C) Teste de Suspensédo Pela Cauda — tempo total de imobilidade. Anova de duas vias,
post hoc Sidak. MédiatEPM. (N= 20 por grupo) *P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005. * comparagao entre

controle e exercicio, ¢ comparag¢do entre macho e fémea.

54. OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO SOBRE O PREFIL
COGNITIVO E APRENDIZAGEM DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A TAREFAS DE
MEMORIA

5.4.1. Exercicio Fisico Aerébico Impacta a Meméria Espacial e Associativa
Condicionada ao Medo em Camundongos, de Forma Diferente Entre Machos e
Fémeas

No teste de Reconhecimento de Objetos (Figura 12-A), avaliamos o indice de
discriminagdo. Os resultados demonstram que todos os grupos experimentais
interagiram por mais tempo com o objeto ndo-familiar comparado ao objeto familiar
(pontuacédo acima de Zero). Contudo, o exercicio fisico aerébico promoveu melhor
indice discriminativo tanto em animais machos quanto em fémeas, comparado aos
seus respectivos grupos controles [(Machos P<0,0001; Fémeas P<0,0001). AANOVA
de duas vias revelou efeito para o fator exercicio fisico [F (1, 38) = 109,6; p < 0,0001],
mas nao para o sexo [F (1, 38) = 0,9717; P = 0,3305] ou para a interagdo exercicio
fisico e sexo [F (1, 38) = 3,168; P = 0,0831].
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Na figura 11-B encontram-se os resultados referentes ao teste de esquiva
inibitéria da descida do tipo step down, um indicativo de memaoria aversiva. Na sesséo
de teste, todos os animais foram reexpostos ao aparato a fim de verificar a
aprendizagem e memoria associativa em cinco momentos distintos: 24 horas, 7, 14,
21 e 28 dias apos o treino no aparato. A analise estatistica demonstrou que todos os
grupos apresentaram aumento significativo no tempo de laténcia para a decida da
plataforma 24h apés o treino comparado ao tempo basal.

Quando se avaliou a persisténcia da memoria aversiva, constatou-se que o
grupo machos controles manteve o aprendizado por sete dias, ndo apresentando
diferencga significativa a basal na laténcia de descida a partir do décimo quarto dia, e
as fémeas controles mantiveram apenas na avaliacdo de 24 horas apos o treino, nao
havendo diferenca estatistica da laténcia basal do sétimo dia em diante,
demonstrando uma possivel extingdo da memodria. Os grupos que realizaram o
exercicio fisico aerdbico tiveram significativa maior persisténcia da memoria
comparado aos respectivos grupos controles. O grupo Macho Exercitado manteve o
tempo de laténcia diferente do basal por 14 dias (P= 0,0028), ndo havendo diferenca
significativa a partir do vigésimo primeiro dia (24h P=0,007; 7d P=0,002; 14d P=0,002;
21d P=0,1) e o grupo Fémeas Exercitado manteve o tempo de laténcia para descer
da plataforma diferente do basal até o vigésimo primeiro dia (exceto pelo 14° dia),
reduzindo a significancia da laténcia para descer da plataforma novamente a partir do
vigésimo oitavo dia (24h P= 0,005; 7d P=0,005; 14d P=0,2; 21d P=0,03; 28d P>0,9).
O teste H de Kruskal Wallis seguido pelo post-hoc de Dunn revelou significancia para
os diferentes tempos em que a memodria foi avaliada [H (5) = 291,0; P<0,0001]. Sendo
assim, esses resultados sugerem fortemente que o exercicio fisico aerébico promoveu
uma maior persisténcia da memdria associativa dos animais no teste de esquiva

inibitéria de descida do tipo step down.
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Figura 12: Efeito do Exercicio Fisico Aerobico sobre a memoéria espacial e associativa de
camundongos machos e fémeas. A) Raz&do discriminatéria {(Objeto Novo — Objeto Familiar) / (Objeto
Novo + Objeto Familiar)}. ANOVA de duas vias (N= 20 por grupo) B) Avaliagdo da memoria associativa
em 5 momentos distintos. Kruskal-Wallis, mediana com interquartil. (N= 20 por grupo) *P<0,05;
**P<0,005; ***P<0,0005. * comparagao entre controle e exercicio, # comparagdo com o basal, ¢
comparagao entre macho e fémea.
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5.5. CORRELAGAO ENTRE OS FATORES SENSORIAIS, EMOCIONAIS E
COGNITIVOS SOB DIFERENTES PERSPECTIVAS

Na figura 13 reunimos os dados comportamentais de todos os grupos
analisados, independentemente do sexo ou realizagao de exercicio fisico aerdbico e
correlacionamos o perfil sensoério-emocional-cognitivo das variaveis comportamentais
analisadas. Os dados obtidos nas figuras 13, 14, 15 e 16 séo referentes a uma
regressao linear de pontos formados por duas respectivas respostas comportamentais
distintas obtidas por cada animal e nos indicam a equacao da reta e o R referente.
Além disso, nas figuras também s&o indicados o P referente ao coeficiente de Pearson.
Na figura 13, os coeficientes das correlagbes R foram muito fortes nos painéis B e D,

moderados nos painéis A e F, e fraca nos Painéis foram fracas em C e E.
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Figura 13: Correlacdo entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos — Uma
visdo geral. A) Correlagéo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e aprendizagem no teste de
esquiva inibitéria de descida do tipo step down; B) Correlagdo entre as variaveis: Tempo de imobilidade
no teste de suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitoria de descida do tipo
step down; C) Correlagédo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinto em cruz
elevado e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagdo
entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda e o tempo de avaliagéo de
risco no teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e
o tempo de avaliagdo de risco no teste de labirinto em cruz elevado e F) Correlagdo entre as variaveis:
Sensibilidade mecéanica e tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda. Regresséo linear
sequida de analise do coeficiente de correlagcdo de Pearson.

Na figura 14 reunimos os dados comportamentais de todos os camundongos
machos, independente de terem participado ou ndo do protocolo de exercicio fisico
aerobico em esteira e correlacionamos as variaveis comportamentais analisadas. Os
coeficientes de correlagcbes foram muito fortes nas correlagdes representadas nos

painéis B, C e D; e moderados nas correlagdes observadas nos painéis A, E e F.
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Figura 14: Correlagao entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos machos. A)
Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down; B) Correlagcdo entre as varidveis: Tempo de imobilidade no teste de
suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; C)
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Correlacdo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinto em cruz elevado e
aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagao entre as
variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda e o tempo de avaliagdo de risco no
teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e o tempo
de avaliacdo de risco no teste de labirinto em cruz elevado e F) Correlacdo entre as variveis:
Sensibilidade mecéanica e tempo de imobilidade no teste de suspensédo pela cauda. Regresséao linear
sequida de anélise do coeficiente de correlagdo de Pearson.

Na figura 15 reunimos os dados comportamentais de todos os camundongos
fémeas, de ambos o0s grupos controle e exercitadas, e correlacionamos as variaveis
comportamentais analisadas. Na figura 15, os coeficientes das correlagées R foram

muito fortes nos painéis A e D, moderados nos painéis B, C,E e F.
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Figura 15: Correlagao entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos fémeas. A)
Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down; B) Correlagdo entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de
suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitdria de descida do tipo step down; C)
Correlagdo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinto em cruz elevado e
aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlacdo entre as
variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséao pela cauda e o tempo de avaliagdo de risco no
teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlacédo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e o tempo
de avaliagdo de risco no teste de labirinto em cruz elevado e F) Correlacdo entre as variaveis:
Sensibilidade mecéanica e tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda. Regressao linear
sequida de anélise do coeficiente de correlagdo de Pearson.

Na figura 16 reunimos os dados comportamentais de todos os camundongos
exercitados, independente do sexo, e correlacionamos as variaveis comportamentais
analisadas. Na figura 16, os coeficientes das correlagcbes ® foram moderados nos

painéis A, B e F, fraco no Painel D, e pobres nos painéis C e E.
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Figura 16: Correlacao entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos exercitados.
A) Correlagao entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down; B) Correlagdo entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de
suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; C)
Correlagdo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinto em cruz elevado e
aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagao entre as
variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda e o tempo de avaliagao de risco no
teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecanica e o tempo
de avaliagdo de risco no teste de labirinfo em cruz elevado e F) Correlagdo entre as variaveis:
Sensibilidade mecanica e tempo de imobilidade no teste de suspensédo pela cauda. Regressao linear
sequida de anélise do coeficiente de correlagdo de Pearson.

5.6. CORRELAGAO ENTRE OS FATORES SENSORIAL, EMOCIONAL E
COGNITIVO E O PROGRAMA DE EXERCICIO FiSICO AEROBICO EM
CAMUNDONGOS MACHOS E FEMEAS MANTIDOS EM CONDIGCOES
LABORATORIAIS

Nas figuras 17, 18, 19 e 20 encontram-se os resultados referentes a correlagcao
entre as variaveis comportamentais analisadas em grupos de animais estratificados.
Os dados obtidos sao referentes a uma regressao linear de pontos formados por duas
respectivas respostas comportamentais distintas obtidas por cada animal e nos
indicam a equacdo da reta e o R referente. Além disso, nas figuras também sao

indicados o P referente ao coeficiente de correlacdo de Pearson.
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A figura 17 reporta correlagdes referentes aos resultados comportamentais
obtidos em camundongos machos e nao exercitados. Nestes animais, o tempo de
laténcia para descer da plataforma no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo
step down se correlaciona positivamente com o limiar de sensibilidade aos estimulos
mecanicos e negativamente com o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela
cauda e 0 % de tempo gasto para avaliagdo de risco no teste do labirinto em cruz
elevado. Além disso, o limiar de sensibilidade aos estimulos mecanicos se
correlaciona positivamente com o tempo de laténcia para descer da plataforma no
teste de esquiva inibitoria de descida do tipo step down e negativamente com o tempo
de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda e o % de tempo gasto para avaliagao
de risco no teste do labirinto em cruz elevado. Nossos resultados também
demonstraram que o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda se
correlacionou negativamente com o tempo de laténcia para descer da plataforma no
teste de esquiva inibitoria de descida do tipo e o limiar de sensibilidade aos estimulos
mecanicos e positivamente com o % de tempo gasto para avaliagao de risco no teste
do labirinto em cruz elevado. Por fim, a figura 17 também reporta que o % de tempo
gasto para avaliacéo de risco no teste do labirinto em cruz elevado se correlaciona
positivamente com o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda e
negativamente com o tempo de laténcia para descer da plataforma no teste de esquiva
inibitéria de descida do tipo e o limiar de sensibilidade aos estimulos mecanicos.

A figura 18 reporta correlagdes referentes aos resultados comportamentais
obtidos em camundongos machos e exercitados e seguiu 0 mesmo padrao de
correlagdo dos animais machos e nao exercitados. A figura 19 reporta correlagdes
referentes aos resultados comportamentais obtidos em camundongos fémeas e nao
exercitados e seguiu o0 mesmo padrao de correlagdo dos animais machos. Por fim, a
figura 20 demonstra correlagdes referentes aos resultados comportamentais obtidos
em camundongos fémeas exercitados e também aponta para o mesmo padrao de
correlacédo obtidos com os animais machos.

Com base na Tabela 1, os coeficientes de correlacbes de Pearson ® foram
muito fortes foram encontradas nas figuras: 17D, 18E, 19D e 202-F. Os coeficientes
de correlagbes de Pearson ® foram moderados nas figuras: 17B, 17C e 17E D; 18B,
18C, 18E, 19B, 19E, 19F. Os coeficientes de correlagcdes de Pearson ® foram fracos
nas figuras: 172, 17F; 182; 192, e 19C.
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Figura 17: Correlagdo entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos machos
controles. A) Correlagcdo entre as variaveis: Sensibilidade mecéanica e aprendizagem no teste de
esquiva inibitéria de descida do tipo step down; B) Correlagao entre as variaveis: Tempo de imobilidade
no teste de suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo
step down; C) Correlagédo entre as variaveis: Tempo de avaliagcdo de risco no teste no labirinto em cruz
elevado e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagdo
entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda e o tempo de avaliagcdo de
risco no teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlagéo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e
o tempo de avaliagdo de risco no teste de labirinto em cruz elevado e F) Correlagdo entre as variaveis:
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Sensibilidade mecanica e tempo de imobilidade no teste de suspensédo pela cauda. Regressao linear
sequida de anélise do coeficiente de correlagdo de Pearson.
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Figura 18: Correlagdo entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos machos exercitados.
A) Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecanica e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down; B) Correlagdo entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de
suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; C)
Correlagdo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinfo em cruz elevado e
aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagao entre as
variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséao pela cauda e o tempo de avaliagao de risco no
teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e o tempo
de avaliagdo de risco no teste de labirinfo em cruz elevado e F) Correlagdo entre as variaveis:
Sensibilidade mecanica e tempo de imobilidade no teste de suspensédo pela cauda. Regressao linear
sequida de anélise do coeficiente de Pearson.

Fémeas Controles

A) Y =0,02479*X + 0,8399 B) Y =-0,5395*X + 44,47
P =0,014 P =0,0008
r=0,5375 r=-0,6727
41 604
= ] ©
% = 34 o ©
3 S o o k] § 40-
25 58
2> 2 o
838 =3
82 23
g o @ 204
8= ]
E— M £a
3 (=]
2
0- 0-
0 20 40 60 0 20 40 60
Laténcia para descer da plataforma a grade (s) Laténcia para descer da plataforma a grade (s)

(Memodria - Teste do tipo Step Down) (Memoéria - Teste do tipo Step Down)



C)

Avaliagao de risco (s)
(LCE)

E)

Limiar de sensibilidade (g)
(Teste de Von Frey)

Y =-0,1189*X + 17,97
P= 10,0220
r=-0,5088

254

20+ O O

104

0 20 40 60

Laténcia para descer da plataforma a grade (s)
(Memoria - Teste do tipo Step Down)

Y =-0,04158*X + 2,733
P < 0,0001
r=-0,7957

15 20 .. 25 30

Avaliagao de Risco (%)
(LCE)

14

D)

Y =3,379*X - 19,52
P <0,0001
r=0,8948

804

60

404

20+

Tempo de Imobilidade (%)
(Teste de Suspenséo Pela Cauda)

10 15 20 25 30

Avaliagéo de Risco (%)

Y =-0,1538"X + 3,748
P < 0,0001
r=-0,7795

3

Limiar de sensibilidade (g)
(Teste de Von Frey)

10 20 30 40 50 60

Tempo de Imobilidade (%)
(SPC)

74

Figura 19: Correlacao entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos fémeas controles. A)
Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down; B) Correlagdo entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de
suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitdria de descida do tipo step down; C)
Correlagdo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinto em cruz elevado e
aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagao entre as
variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséao pela cauda e o tempo de avaliagdo de risco no
teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlacédo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e o tempo

de avaliagéo de risco no teste de labirinto em cruz elevado e F) Correlacdo entre as variaveis:
Sensibilidade mecéanica e tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela cauda. Regressao linear
sequida de anélise do coeficiente de correlagdo de Pearson.
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Figura 20: Correlagéo entre o perfil sensério-emocional-cognitivo de camundongos fémeas exercitadas. A)
Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down; B) Correlagdo entre as variaveis: Tempo de imobilidade no teste de
suspenséo pela cauda e aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; C)
Correlagdo entre as variaveis: Tempo de avaliagdo de risco no teste no labirinto em cruz elevado e
aprendizagem no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down; D) Correlagédo entre as
variaveis: Tempo de imobilidade no teste de suspenséao pela cauda e o tempo de avaliagdo de risco no
teste do labirinto em cruz elevado; E) Correlagdo entre as variaveis: Sensibilidade mecénica e o tempo
de avaliagdo de risco no teste de labirinto em cruz elevado e F) Correlagdo entre as variaveis:
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Sensibilidade mecanica e tempo de imobilidade no teste de suspensédo pela cauda. Regresséo linear
sequida de anélise do coeficiente de correlagdo de Pearson.

Para facilitar a compreensdo acerca da forca dos fatores de correlagdes

realizadas entre as variaveis comportamentais criamos a tabela 2. Nesta tabela

separamos as forgas conforme as variaveis comportamentais e os grupos analisados,

obtendo uma maior visualizagdo das forcas em relacdo ao dimorfismo sexual e do

protocolo de exercicio fisico aerébico proposto.

~ " . Machos Fémeas
Correlagao Global Machos Fémeas |Exercitados Exercitados | Exercitadas
Sensibilidade
Mecénica x Me- | Moderado | Moderado | Muito Forte | Moderado Fraco Muito Forte
moria Aversiva
Resiliéncia x Muito
Meméria Aver- Forte Muito Forte | Moderado Moderado Moderado Muito Forte
siva
Avaliagao de
Risco x Memoé- Fraco Muito Forte | Moderado Pobre Moderado Muito Forte
ria Aversiva
Resiliéncia x Muito
Avaliacado de Forte Muito Forte | Muito Forte Fraco Moderado Muito Forte
Risco
Sensibilidade
Mec;anlNca X Fraco Moderado Moderado Fraco Muito Forte Muito Forte
Avaliacéo de
Risco
Sensibilidade
Mecéanica x Re- | Moderado | Moderado Moderado Moderado Moderado Muito Forte
siliéncia

Tabela 2: For¢ca dos fatores de correlagbes comportamentais analisados sob diferentes

agrupamentos: Global (todos os grupos experimentais), Machos (grupos machos controle e

exercitados), Fémeas (grupos controle e exercitadas), Exercitados (grupos machos e fémeas), Machos

exercitados e Fémeas exercitadas.
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5.7. CORRELAGAO ENTRE O PESO CORPORAL E DESEMPENHO AEROBICO NO
TESTE DE ESFORGO INCREMENTAL EM CAMUNDONGOS MACHOS E FEMEAS

Na figura 21 encontramos as correlagbes referentes ao peso corporal e a
velocidade maxima no teste de esforgo incremental de camundongos fémeas (Figura
A) e machos (Figura B). Os dados obtidos sao referentes a uma regresséo linear de
pontos formados pela variagdo do peso corporal (Peso final — Peso basal) e pela
capacidade cardiorrespiratoria, verificada através da velocidade maxima atingida no
teste de esforgo incremental, obtidas por cada animal e nos indicam a equagao da
reta e o R referente. Além disso, nas figuras também sao indicados o P referente ao
coeficiente de Pearson. A analise nos possibilitou inferir que parece haver uma
correlacdo inversamente proporcional entre os dois fatores analisados, em que
animais com menor peso corporal apresentaram maior capacidade cardiorrespiratoria
no teste de esforgo incremental. Por fim, na figura 22 avaliamos a correlagcéo entre a
variacdo do peso corporal dos animais exercitados com o0 a capacidade
cardiorrespiratoria no teste de esforgo incremental através da velocidade maxima me

cada animais. A analise nos deferiu que ndao houve correlacdo entre as variaveis

analisadas.
A) FEMEAS B) MACHOS
457 Y =-0,1107*X + 40,77 557 Y =.0,1661*X + 51,85

P=0,0404 R=0,3764 P=0,0477 R=0,3644
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Figura 21: Correlagdao entre o peso corporal e velocidade maxima no teste de esforgo
incremental de camundongos machos e fémeas exercitados. A) Correlagdo entre peso corporal e
velocidade maxima de camundongos fémeas; B) Correlagdo entre peso corporal e velocidade maxima

de camundongos machos. Regressao linear seguida de coeficiente de correlagdo de Pearson.
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Figura 22: Correlagdo entre a variagdo do peso corporal e a velocidade maxima no teste de

esforco incremental de camundongos machos e fémeas exercitados. A) Correlacdo entre a

variagdo de peso corporal e velocidade maxima de camundongos fémeas; B) Correlagdo entre a

variagdo de peso corporal e velocidade maxima de camundongos machos. Regresséo linear sequida

de coeficiente de correlagdo de Pearson.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo verificou os possiveis beneficios do exercicio fisico aerébico
em camundongos de ambos os sexos mantidos em condi¢des laboratoriais. Embora
a literatura cientifica apresente um robusto conjunto de dados cientificos em relagao
aos efeitos do exercicio fisico aerdbico no enfrentamento e profilaxia de doencas,
existe uma escassez de correlatos cientificos em relagdo aos efeitos do exercicio
fisico aerdbico em individuos sem condigdes patolégicas ou mesmo em animais sem
estarem expostos a modelos experimentais de doengas. Salientamos, também, a
importancia de correlacionar o perfil sensério-emocional-cognitivo em avaliagbes
comportamentais e os efeitos do exercicio fisico aerdbico sobre esse perfil. Outro
ponto enfatizado em nosso trabalho foi a necessidade de compreendermos as
distingdes nos padrdes sensdrio-emocional-cognitivo em relagao ao sexo.

Inicialmente, para garantirmos que 0 nosso protocolo experimental de exercicio
fisico aerdbico nao diferisse quanto a intensidade entre os sexos, realizamos um teste
de esfor¢co incremental em esteira rolante elétrica. A partir desses resultados,
comprovamos que o desempenho fisico foi semelhante entre os sexos. Segundo o
ACSM’s Guidelines (2018), os beneficios do exercicio fisico sdo proporcionais a
intensidade, dependendo de um esforco acima do basal para promover alteracdes
adaptativas no metabolismo do individuo e, por conseguinte, promover a saude fisica
e mental. A partir destes resultados ndés empreendemos um protocolo experimental de
exercicio fisico aerdbico em que a intensidade e o volume foram similares para ambos
os sexos. Esse protocolo experimental de exercicio fisico empregado no presente
estudo foi padronizado por nosso grupo de pesquisa em um estudo prévio (Bobinski
et al., 2011). Neste protocolo de exercicio fisico aerdébico a intensidade empregada é
baixa a moderada, desde que Bobinski e colaboradores (2011) demonstraram que os
camundongos submetidos ao mesmo protocolo experimental ndo alteraram os niveis
sanguineos de lactato. Embora de baixa intensidade, Bobinski e colaboradores (2011)
previamente reportaram efeitos robustos deste protocolo de exercicio fisico na
nocicepg¢ao do tipo neuropatica induzida por esmagamento do nervo isquiatico.

Em nosso estudo, todos os animais tiveram seus pesos corporais mensurados
semanalmente em quatro momentos distintos: primeiro momento - peso corporal basal
(antes de iniciar qualquer manipulagao); segundo momento - peso corporal apés uma

semana de ambientagcdo na esteira; terceiro momento - peso corporal apdés uma



80

semana de exercicio fisico ou condigdo controle; quarto e ultimo momento - peso
corporal ap6s duas semanas de exercicio fisico ou condigdo controle. Dessa forma,
conseguimos acompanhar as possiveis alteragbes de peso corporal dos animais no
decorrer de quatro semanas. Neste sentido, a literatura cientifica reporta
extensivamente que a linhagem de camundongos Swiss (assim como algumas outras
linhagens) ganha peso corporal progressivamente ao longo da vida (Antoch et al.,
2017; Inglis et al., 2019; Neves, Filho e Menezes, 2013). Em nosso estudo, os animais
fémeas apresentaram um peso corporal menor do que os machos em todo o protocolo
experimental. Esses dados estdo em acordo com os estudos de Inglis (2019) e
McMullan (2016) e colaboradores e de Neves, Filho e Menezes (2013), que
acompanharam diferentes linhagens de camundongos de ambos 0s sexos.

Estudos na literatura cientifica demonstram que o exercicio fisico é eficaz no
controle do peso corporal, bem como na redugao do peso em modelos de obesidade
(Swift et al., 2018; Hunter et al., 2015; Obert et al., 2017; Stoner et al., 2016; Mayer et
al., 1954). Nossos resultados também reportam que o protocolo de exercicio fisico
proposto foi eficaz no controle e manutencédo do peso corporal dos animais (machos
e fémeas) prevenindo o ganho de peso corporal dos mesmos. Em consonancia com
nossos resultados, McMullan e colaboradores (2016) identificaram que a atividade
fisica na roda de corrida voluntaria também preveniu o ganho de peso corporal tanto
em camundongos C57BL/6 machos quanto em fémeas. Apesar de existirem
resultados controversos (devido a distintos protocolos, volume e intensidade do
treinamento, populagdes, dentre outros fatores), o exercicio fisico aerébico também
parece auxiliar na manutencao e perda de peso corporal em humanos (Donnelly et al.,
2003; Doucet et al., 1999; Frey-Hewitt, 1990). Além disso, estudos demonstram que o
balanco energético também difere entre homens e mulheres. Usando o exercicio fisico
aerobico regular e de moderada intensidade (20 a 45 minutos por seis meses e 45
minutos por 10 meses adicionais) como estratégia na redugdo de peso corporal,
homens perdem mais peso que mulheres, com efeito idéntico observado em roedores
(Donnelly et al., 2003; Oscai, Mole e Holloszy, 1971).

Nossos resultados também demonstram que o consumo de ragdo € similar
entre machos e fémeas. Esses dados sao reforgados por outros estudos na literatura
que também ndo encontraram distingbes no consumo de ragcdo entre machos e
fémeas (Rowland, Cervantez e Robertson, 2017). Entretanto, Buchan e colaboradores

(2018) demonstraram que camundongos C57BL/6 machos consomem mais ragao que
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as fémeas e, consequentemente, ganham mais peso corporal. Um estudo observou
que nao existe diferenga estatistica nos horménios do apetite (PYY3-36, grelina
acilada, insulina) e nas avaliagdes do apetite (fome, satisfacdo, saciedade) entre
homens e mulheres em repouso (Hagobian et al., 2013). Entretanto, neste mesmo
estudo foi reportado que o consumo total de energia em homens foi significativamente
maior em comparag¢ao com as mulheres.

Além disso, nossos resultados também reportam que o protocolo de exercicio
fisico empregado aumentou o consumo de ragdo de camundongos machos, mas n&o
de fémeas, em relacdo aos respectivos grupos controles. Similar aos nossos
resultados, Bunner e colaboradores (2020) identificaram que camundongos machos
adultos C57BL/6 apds uma unica sessao de exercicio fisico de média intensidade em
esteira consumiram mais racdo do que os nao exercitados. Ja pesquisas conduzidas
em camundongos submetidos a protocolos de atividade fisica na roda de corrida
voluntaria identificaram resultados controversos, em que nao houve diferengas no
consumo de ragao entre animais expostos a roda de corrida voluntaria em relacédo aos
respectivos animais controles (Copes et al., 2015; Otsuka et al., 2015). Entretanto,
Dallagnol e colaboradores (2016) demonstraram que o programa de oito semanas de
atividade fisica em roda de corrida voluntaria preveniu o ganho de peso corporal de
camundongos machos C57BL/6 adultos mantidos em condi¢des laboratoriais, apesar
de o grupo exercitado ter consumido significativamente mais racédo que o grupo
controle. Além disso, Rowland, Cervantez e Robertson (2017) identificaram que
camundongos machos e fémeas expostos a um protocolo de atividade fisica em roda
de corrida consumiram mais ragao que os animais controles. Neste mesmo estudo,
os autores demonstraram que camundongos machos expostos a roda de corrida
voluntaria consomem mais ragdo que camundongos fémeas submetidos ao mesmo
protocolo de atividade fisica. Digno de nota, Hagobian e colaboradores (2013)
avaliaram a ingestao de energia total e relativa ad libitum (ingestao de energia menos
o gasto energético relacionado ao exercicio fisico) em uma refeigdo quarenta minutos
ap6s uma sessao aguda de exercicio fisico em um cicloergbmetro, em comparagao
com o grupo controle (repouso). Neste estudo ndao houve diferenga estatistica nos
hormonios do apetite (PYY3-36, grelina acilada, insulina) e nas avaliagdes do apetite
(fome, satisfagcéo, saciedade) entre homens e mulheres exercitados (Hagobian et al.,
2013). O consumo total de energia em homens foi significativamente maior em

condicbes de exercicio em comparacdo com as mulheres. A ingestao relativa de
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energia foi significativamente menor apds o exercicio em comparagdo com o repouso
em homens e mulheres.

ApoOs verificarmos o efeito do exercicio fisico aerdbico no controle de peso
corporal e consumo alimentar em animais de ambos o0s sexos, investigamos o limiar
de sensibilidade nociceptiva dos animais. Os limiares de sensibilidade mecanica e
térmica ao frio foram aferidos antes de iniciar qualquer interveng¢ao nos animais e apos
as trés semanas de protocolo de exercicio fisico (ou esteira parada) através da
estimulacdo pelos monofilamentos de Von Frey (estimulo mecanico) e acetona
(estimulo térmico — frio). Os estudos cientificos acerca do limiar de sensibilidade
mecanica reportam que mulheres relataram maior percepg¢ao a dor (mas também
podem apresentar maior resiliéncia) comparado aos homens, para o mesmo estimulo
(Keogh e Herdenfeldt, 2002; Borba et al., 2015; Palmeira, Ashmawi e Posso, 2011,
Palmeira et al., 2011; Wise et al., 2002; Ramirez-Maestre e Esteve, 2014;
Pennsylvania State University; Keogh, 2018; Fillingim et al., 2009; Baggio et al., 2013;
Girard-Tremblay et al., 2014). Corroborando com os achados na literatura cientifica,
nos demonstramos que camundongos fémeas em condigdes laboratoriais de alocagao
e alimentacdo apresentaram um menor limiar basal de sensibilidade mecanica,
comparados aos animais machos. Entretanto, Liu e colaboradores (2016) reportaram
que camundongos machos e fémeas C57BL/6 com dois meses de idade
apresentaram sensibilidade semelhante no teste de Von Frey. Essas diferengas
observadas podem ser atribuidas a distincao de espécies analisadas nos dois estudos,
sugerindo que exista um importante componente relacionado ao dimorfismo sexual no
limiar de sensibilidade mecanica em camundongos Swiss, mas nao em C57BL/6.

Noés também observamos que os animais exercitados de ambos os sexos
aumentaram o limiar de sensibilidade mecanica, necessitando de maior gramatura
para responder ao teste. Digno de nota, os efeitos observados do exercicio fisico
aerobico na sensibilidade mecanica a estimulos ndo nocivos em camundongos
fémeas foram de maior magnitude do que em machos. Entretanto, Mifflin e
colaboradores (2019) avaliaram o efeito analgésico da atividade fisica em roda de
corrida voluntaria (uma hora por dia durante 3 dias consecutivos) no limiar de dor em
camundongos machos e fémeas submetidos a um modelo de dor crénica secundaria
a encefalomielite autoimune. Este estudo evidenciou que o protocolo de atividade
fisica promoveu analgesia apenas para camundongos fémeas, sugerindo que os

efeitos do exercicio fisico sdo sexo-especificos neste modelo experimental de dor.
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Com base nestes achados, nés exploramos a sensibilidade térmica ao frio dos
animais através da instilagdo de um unico jato de 50ul de acetona na pata traseira
direita de cada animal e as respostas comportamentais foram pontuadas de acordo
com um escore de 0 a 4 pontos. A pontuagdo basal das fémeas foi maior do que
machos, sugerindo que possa haver uma distingdo sexo-especifica na sensibilidade
térmica ao frio. Os resultados de nosso estudo estdo em consonancia com o estudo
de Keogh e Herdenfeldt (2002) que investigaram o limiar de sensibilidade e a
tolerancia ao estimulo frio (1-2°C) de homens e mulheres jovens saudaveis. Neste
estudo, Keogh e Herdenfeldt (2002) identificaram que o limiar e a tolerancia média ao
estimulo frio das mulheres eram menores que dos homens.

O protocolo de exercicio fisico empregado em nosso estudo também induziu a
uma marcante redugao nas pontuagdes dos grupos (machos e fémeas) expostos a
um estimulo ao frio. Resultado distinto ao nosso foi identificado por Slivicki e
colaboradores (2019) quando avaliaram a sensibilidade térmica ao frio induzida pela
instilacdo com acetona em animais submetidos ao modelo de dor neuropatica induzida
por quimioterapia. Nesse estudo apds 16 dias de livre exposi¢cao dos animais a roda
de corrida voluntaria, somente os animais submetidos ao modelo de dor neuropatica
reduziram a sensibilidade ao frio (Slivicki et al., 2019). Digno de nota, os animais nao
expostos ao modelo de dor neuropatica e submetidos a roda de corrida voluntaria nao
apresentaram distingdes na sensibilidade ao frio (Slivicki et al., 2019).

Nosso estudo buscou compreender também o papel do dimorfismo sexual e/ou
exercicio fisico na execucao de tarefas de aprendizagem e memoaria. Digno de nota,
enquanto a aprendizagem envolve a habilidade de executar uma determinada tarefa
baseada em um treinamento prévio, a memodria corresponde ao processo de
armazenamento e manutencao do aprendizado, estando disponivel para evocagoes
futuras (Squire, 1998; Squire, 2004). A formacdo da memoria passa por trés fases
iniciais, sendo elas a aquisi¢ao, consolidacao/armazenamento e evocagao (lzquierdo
[, 2011). Apds armazenada, a memoria pode ser naturalmente extinta, caracterizando
uma nova aprendizagem. Com o intuito de avaliar a memoaria espacial, nés utilizamos
o teste de reconhecimento de objetos. Esse teste se vale do paradigma
comportamental exploratorio de roedores em que se avalia a preferéncia inerente do
animal de explorar o objeto desconhecido (“novo”) em detrimento do objeto familiar.
Inicialmente, nossos resultados demonstraram que todos os grupos experimentais

aprenderam a tarefa, apresentando indice discriminatério positivo. Nossos resultados
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revelaram também que a memoria espacial dos camundongos é similar entre machos
e fémeas. Semelhante aos nossos resultados, Karlsson e colaboradores (2015)
demonstraram que o indice discriminativo no teste de reconhecimento de objetos &
idéntico entre camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6. Frick e
colaboradores (1999) também sugeriram que a memoaria espacial € semelhante entre
camundongos machos e fémeas. Vale ressaltar que Chari et al. (2020) reportou que a
memoria na tarefa de reconhecimento de objetos é semelhante entre os sexos,
independentemente da fase do ciclo estral em que a fémea esteja (Chari et al., 2020).
No entanto, diversos outros estudos relatam diferencas entre os sexos em relagao ao
aprendizado em tarefas de reconhecimento de objeto e memdria espacial (Voyer,
Voyer e Saint-Aubin, 2017; Eals e Silverman, 1994; Silverman e Eals, 1992; Levy,
Astur e Frick, 2005; McBurney et al., 1997). Por exemplo, Voyer, Voyer e Saint-Aubin
(2017) identificaram, através de meta-analise, que animais fémeas apresentam
melhor memdria espacial que animais machos, principalmente em localizar objetos.
Além disso, Silverman e Eals (1992) revisaram sistematicamente estudos cientificos
e reportaram que mulheres apresentavam melhor desempenho em tarefas que
avaliam a memoria espacial que homens, sendo que este contexto também pode ser
aplicavel a roedores. Levy, Astur e Frick (2005) também demonstraram que mulheres
apresentam melhor memoaria espacial e declarativa que os homens. Os achados ao
longo dos anos acerca do dimorfismo sexual na memodria espacial sdo muito
controversos, possivelmente devido aos protocolos e de como os estudos foram
conduzidos.

A literatura cientifica apresenta diversos estudos robustos acerca dos efeitos
do exercicio fisico no processo de aprendizado e memoria tanto em modelos animais
quanto em ensaios clinicos. Assim, o papel do exercicio fisico na prevencao de
declinio cognitivo e melhora na memodria esta bem consolidado e estabelecido
(Michael et al., 2012; Smith et al., 2016; Wu, Luna e Hen, 2015; Hwang et al., 2016;
Kennard e Woodruff-Pak, 2012; Morris et al., 2017; Moriya, Aoki e Sakatani, 2016; Li
et al., 2019). Por exemplo, Chin e colaboradores (2015) identificaram melhora no
desempenho cognitivo de pacientes com traumatismo cranioencefalico submetidos ao
programa de 12 semanas de exercicio aerdbico vigoroso. No presente estudo, o
exercicio fisico em esteira aumentou o indice cognitivo dos animais (machos e fémeas)
no teste de reconhecimento de objetos, comparado aos animais controles, sugerindo

que o exercicio fisico aerdbico melhorou a memodria espacial dos animais.
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Corroborando com nossos resultados, Bolz, Heigele e Bischofberger (2015)
reportaram que camundongos machos C57BL/6 adultos com livre exposi¢cado a roda
de corrida voluntaria melhoraram o indice discriminativo no teste de reconhecimento
de objetos, comparado aos animais controles (Hopkins e Bucci, 2010; Bechara e Kelly,
2013). Além disso, Kim e colaboradores (2019) identificaram que camundongos velhos
submetidos ao exercicio fisico aerdbico de baixa intensidade aumentaram a
preferéncia pelo objeto ndo-familiar no teste de reconhecimento de objetos. Hwang e
colaboradores (2016) também identificaram que 7 semanas de exercicio fisico
aerobico em esteira em uma velocidade de 8m/min, durante 30 minutos/dia, melhorou
a memoria de camundongos C57BL/6 machos comparados aos animais controles,
corroborando com nossos resultados.

Outro teste empregado em nosso estudo para mensurar a memaoria dos animais
foi o teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down. O teste de esquiva
inibitéria de descida do tipo step down avalia a memoria associativa baseada no
condicionamento aversivo. Em uma compreensdo histérica, no século passado,
muitos aparelhos e protocolos para estudar o aprendizado e a meméria foram criados.
Um desses dispositivos desenvolvidos por Thorndike (1898) consistia em pequenas
caixas ou "caixas de problemas". No final dos anos 1930, a tarefa era realizada com
uma caixa contendo uma alavanca e um fornecedor de alimentos. Nesse dispositivo
(caixa de Skinner), o roedor tinha que aprender a ter acesso ao alimento pressionando
a alavanca (Skinner 1938). Mais tarde, Hudson (1950) apresentou um novo protocolo
de ensaio unico chamado tarefa de prevencao inibitéria. Na década de 1960, Jarvik e
Kopp (1967) modificaram a tarefa de prevencao inibitéria e construiram um novo
aparelho contendo 2 compartimentos, uma pequena camara iluminada conectada a
uma camara escura maior, onde o animal recebia um choque ao entrar no
compartimento escuro. Posteriormente, o protocolo foi modificado varias vezes. Essas
mudancgas resultaram em um protocolo bem estabelecido de tarefa de esquiva
inibitoria (passiva) de descida do tipo step down. No protocolo utilizado no presente
estudo, na sesséao de treinamento, os animais foram individualmente condicionados a
associar a descida da plataforma com as quatro patas ao choque nas patas. Nos dias
dos testes, nés verificamos a laténcia do animal para descer da plataforma e, assim,
monitoramos a memoria de longo prazo e a capacidade de manutengdo da mesma.

Nossos resultados apontam que em 24h apds o treino no teste de esquiva

inibitéria passiva de descida do tipo step down, os animais de todos os grupos
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experimentais associaram a descida da plataforma ao choque nas patas,
apresentando significativo aumento na laténcia para descer da plataforma. Esses
resultados sugerem que o aprendizado 24 horas apds o evento aversivo foi similar
entre os sexos. Na sequéncia do experimento, todos os animais foram reexpostos ao
ambiente condicionado aversivo (1 vez por semana, durante 4 semanas). Em nosso
estudo as fémeas mantiveram o aprendizado na tarefa de esquiva inibitéria de descida
do tipo step down por menos tempo que os machos. Nesse sentido, Gresack e
colaboradores (2009) demonstraram que possivelmente exista uma ativagao
diferencial de cascatas de sinalizagao celular correlacionada com a aprendizagem em
testes de medo contextual entre machos e fémeas, sugerindo uma melhor
performance na tarefa de aprendizagem em machos. Corroborando com nossos
achados, alguns autores ainda afirmam que o dimorfismo sexual na resposta ao
estresse do choque facilita a aquisicdo da memodria em animais machos, mas
prejudica em animais fémeas (Bowman et al., 2009; Hwang et al., 2010; Xu et al.,
2013). Xu e colaboradores (2013) demonstraram que camundongos Swiss fémeas
apresentam menor tempo de laténcia para descer da plataforma comparado aos
camundongos machos, no teste de esquiva inibitoria de descida do tipo step down.

Alguns estudos associam a melhor performance de machos em relagdo a
fémeas na tarefa de esquiva inibitéria de descida do tipo step down devido ao padrao
dos hormdnios sexuais. Por exemplo, estudos demonstram resultados conflituosos
acerca do ciclo estral em fémeas no aprendizado a tarefa de esquiva inibitéria de
descida do tipo step down ou medo condicionado ao contexto (Cushman et al., 2006;
Gupta et al., 2001). Cushman e colaboradores (2006) relataram que fémeas durante
a fase proestro (fase do ciclo estral correlacionada com altos niveis de estrogénio)
apresentam menos tempo de congelamento (freezing) no teste de medo condicionado
ao contexto comparado as fémeas que se encontram na fase estro (fase do ciclo estral
marcada por baixos niveis de estrogénio), sugerindo que altos niveis de estrogénio
prejudicam a retengdo da memoria. J& Gupta e colaboradores (2001) sugerem que
nao a diferengas quanto a retengdo da memoaria do tipo medo contextual entre ratas
controle e ovariectomizadas. Assim, mais estudos devem ser conduzidos para uma
maior compreensao dos efeitos dos horménios sexuais na aprendizagem de tarefas
correlacionadas a memoria aversiva.

Os grupos experimentais (machos e fémeas) que realizaram o programa de

exercicio fisico aerébico mantiveram o aprendizado por mais tempo que 0s grupos
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controles no teste de esquiva inibitoria de descida do tipo step down, sugerindo que o
protocolo de exercicio fisico proposto foi capaz de promover maior capacidade de
reconsolidacdo da memoéria comparado aos animais nao exercitados. Estes
resultados estdo em consonancia com os resultados obtidos por Hwang e
colaboradores (2016), em que foi demonstrado que 7 semanas de exercicio fisico
aerobico em esteira numa velocidade de 8m/min, durante 30 minutos/dia, melhorou a
memoria de camundongos C57BL/6 machos comparados aos animais controles.

O exercicio fisico também tem sido amplamente usado na literatura com uma
abordagem terapéutica para tratar transtornos emocionais e comportamentais, tais
como transtornos psiquiatricos relacionados ao estresse (Mul et al., 2018; Lai et al.,
2006). Uma de nossas propostas foi avaliar se o protocolo de exercicio fisico proposto
teria efeito sobre as estratégias de enfrentamento dos animais aos eventos
estressores em camundongos adultos mantidos em condi¢des laboratoriais. Para isso
utilizamos tarefas comportamentais que desafiam o animal a enfrentar locais abertos
e elevados e situagdes desconfortaveis e inescapaveis. Os testes utilizados para
avaliar a resposta ativa de enfrentamento dos animais foram os testes de campo
aberto e de labirinto em cruz elevado, onde os animais foram confrontados com duas
situacdes distintas: o comportamento exploratorio inerente a espécie e a aversao
natural a ambientes abertos e/ou elevados, respectivamente.

Nossos resultados obtidos de animais expostos ao teste do campo aberto
revelaram que apenas os camundongos machos exercitados permaneceram mais
tempo no centro do que na periferia do aparato (comportamento que sugere efeito
tipo-ansiolitico do exercicio fisico). Estes incriveis achados sugerem que o exercicio
fisico interfere de forma distinta no comportamento dos animais expostos ao teste do
campo aberto de forma sexo-especifica, desde que nao foram observadas quaisquer
alteragdes no tempo de exploragao do centro do aparato em fémeas exercitadas, em
relagdo ao respectivo grupo controle.

Ao avaliarmos a atividade locomotora dos animais através da mensuracao do
numero de cruzamentos no teste de campo aberto, ndés observamos que nao houve
diferenca entre animais controles e exercitados, porém, as fémeas de ambos os
grupos apresentaram maior atividade locomotora comparado aos machos. Uma
possibilidade que possa estar prejudicando a visualizagdo de um aumento na
exploragédo do centro do campo aberto por camundongos fémeas exercitadas pode

estar associado ao aumento na ambulacido total de animais fémeas neste teste.
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Corroborando com nossos resultados, alguns estudos revelaram que ratos Wistar
fémeas apresentaram maior atividade locomotora que machos expostos ao teste de
campo aberto (Belviranli et al., 2012; Blizard, Lippman e Chen, 1975). Karlsson e
colaboradores (2015) também identificaram em sua pesquisa que camundongos
C57BL/6 fémeas apresentaram maior atividade locomotora (maior numero de
cruzamentos) que camundongos machos no teste de campo aberto.
Subsequentemente, ndés avaliamos o comportamento tipo-ansioso/ tipo-
ansiolitico em animais submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado. Em um
primeiro momento, nés observamos que camundongos machos apresentam maior
resposta de enfrentamento ao comportamento ansioso em relagédo aos camundongos
fémeas, desde que as fémeas permaneceram menos tempo nos bragos abertos que
0s machos (indicando que fémeas s&o mais ansiosas que os machos). Digno de nota,
An e colaboradores (2011) avaliaram o comportamento tipo ansioso/tipo-ansiolitico em
duas linhagens de camundongos de ambos os sexos: C57BL/6 e BALB/c, no teste de
labirinto em cruz elevado. Os autores reportaram que camundongos C57BL/6 fémeas
permaneceram menos tempo nos bragos abertos do aparato que os camundongos
machos. Neste mesmo estudo, os camundongos da linhagem BALB/c nao
apresentaram distingao entre os sexos no comportamento tipo-ansioso\tipo-ansiolitico
no teste de labirinto em cruz elevado (An et al., 2011). Corroborando com estes
resultados, Dugandzic, Ratko e Habek (2019) sugeriram que camundongos C57BL/6
machos e fémeas apresentam comportamentos distintos no teste de labirinto em cruz
elevado (Rilett et al., 2015). Os autores reportaram que as fémeas no estado
alimentado apresentaram mais ansiedade que os machos, permanecendo menos
tempo nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. Mas em condigdes de jejum,
as fémeas apresentaram menos ansiedade que os camundongos machos,
permanecendo mais tempo nos bragos abertos do labirinto. Ja Frick e colaboradores
(1999) nao encontraram diferencas entre camundongos machos e fémeas quanto ao
tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. De forma
semelhante, Inglis e colaboradores (2019) também concluiram em sua pesquisa que
camundongos machos e fémeas C57BL/6 nao diferem quanto ao tempo de
permanéncia nos bracos abertos do aparato. A partir desses achados na literatura
cientifica, nés sugerimos que para a linhagem Swiss, machos e fémeas possam
apresentar comportamentos distintos frente ao estresse, em que fémeas exibem maior

comportamento tipo-ansioso que machos (Holmes et al., 2000).
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Embora ndo tenhamos observado diferengas no tempo de permanéncia no
braco aberto no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos machos
exercitados, em relagdo ao seu respetivo grupo controle, nés demonstramos que
houve um aumento da permanéncia nos bragos abertos de fémeas exercitadas,
comparado as fémeas controles. Sabendo que machos e fémeas respondem de forma
diferente ao mesmo agente estressor, sugerimos que o protocolo de exercicio fisico
empregado em nosso estudo gere distintas adaptagdes em relagdo ao comportamento
tipo-ansioso entre machos e fémeas. Digno de nota, Rogers e colaboradores (2016)
utilizaram a roda de corrida voluntaria em camundongos C57BL/6 e encontraram uma
dissociagao entre os efeitos da atividade fisica na cogni¢ao e ansiedade dos animais,
verificando que o modelo de atividade fisica empregado foi eficaz em promover uma
melhora na memoria espacial no teste de labirinto aquatico, mas nao alterou o perfil
de ansiedade no teste de labirinto em cruz elevado.

No teste do labirinto em cruz elevado nés mensuramos também o tempo que
cada animal destinou a avaliagdo de risco, comportamento sugestivo de
comportamento tipo-ansioso, e assim observamos que as fémeas permaneceram
menos tempo avaliando o risco nos bragos abertos comparado aos machos. Apesar
dessa diferenca entre os sexos, o exercicio fisico aerébico foi suficiente para promover
efeitos do tipo ansioliticos em camundongos machos e fémeas mantidos neste teste,
desde que o exercicio fisico reduziu significativamente o tempo de avaliagao de risco
dos animais (machos e fémeas), comparado aos respectivos controles.

No presente estudo, nos utilizamos o teste de suspensdo pela cauda para
avaliar a resiliéncia dos animais (respostas ativas de enfrentamento), pois o teste
expode os animais a uma situacado de desespero comportamental inescapavel e avalia
o comportamento tipo-depressivo/ estratégias ativas e passivas de enfrentamento (Fu
et al., 2016; Serchov et al., 2019; Gao et al., 2017; Calpe-Lopez et al., 2020; Su et al.,
2016; Pujante-Gil, Manzanedo e Arenas, 2021; Mango et al., 2019; Wang et al., 2021).
Nossos resultados reportaram que todos os animais apresentaram tentativa de
escape da situacao aversiva através de respostas ativas de enfrentamento. Nés nao
observamos distingdes entre os sexos no tempo de imobilidade dos camundongos.
Similar aos nossos resultados, Won e colaboradores (2020) demonstraram que o
tempo total de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda € similar entre
camundongos machos e fémeas (Won et al., 2020). Todavia, os animais (machos e

fémeas) que realizaram o programa de exercicio fisico apresentaram menor tempo de
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imobilidade comparado aos respectivos grupos controles, sugerindo que o exercicio
fisico aerébico promoveu uma maior resiliéncia (Mul et al., 2018). Esse aumento na
tentativa de escape no teste de suspensdo pela cauda pode ser resultado de um
aumento da atividade locomotora dos animais, pois estratégias que aumentam a
atividade locomotora (como por exemplo a cafeina ou a cocaina) podem alterar a
resposta ativa de mobilidade dos animais neste teste. Entretanto, em nosso estudo,
como reportado anteriormente, o numero de cruzamentos no teste de campo aberto
dos animais exercitados n&o diferiu dos animais controles. Nossos resultados indicam
que o efeito antidepressivo ou de resiliéncia ao estresse inescapavel no teste de
suspensao pela cauda é especifico, desde que nao constatamos alteragdo na
atividade locomotora dos animais exercitados, comparado com os respectivos grupos
controles.

Nossos resultados em relagdo a resiliéncia dos animais exercitados frente a
uma situacao de estresse agudo inescapavel estdo em consonancia com o estudo de
Dallagnol e colaboradores (2017). Neste estudo os autores demonstraram que a
atividade fisica na roda de corrida voluntaria, por um periodo de oito semanas, foi
suficiente em induzir comportamentos tipo-antidepressivo e ansiolitico em
camundongos C57BL/6 adultos e velhos (mantidos em condi¢des laboratoriais) nos
testes de suspensao pela cauda e teste de campo aberto, respectivamente.

No presente estudo além de analisarmos os componentes comportamentais de
forma isolada, noés também proporcionamos uma analise integrada dos
comportamentos afetados pelo dimorfismo sexual e/ou exercicio fisico. Nossos
resultados de correlagado entre as variaveis comportamentais nos testes analisados
pioneiramente mostram que os comportamentos em quatro esferas distintas
(mecanosensibilidade no teste de Von Frey; memadria a um evento aversivo no teste
de esquiva inibitoria de descida do tipo step down; avaliacdo de risco no teste do
labirinto em cruz elevado; e desespero comportamental no teste de suspensao pela
cauda) estdo completamente interconectados e dependentes.

Neste sentido, quando agrupamos os resultados comportamentais de todos os
animais para realizar uma analise de correlagdo global, verificamos que as
correlagdes mais fortes foram encontradas entre as variaveis: resiliéncia e memoria a
um estimulo aversivo; e resiliéncia e avaliagcao de risco. No entanto, a correlagcado entre
as variaveis sensibilidade mecanica e ansiedade (avaliagdo de risco) foram

extremamente fracas. Pelos dados de correlagao das variaveis comportamentais dos
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animais sugerimos que possa existir uma correlagédo entre o perfil de resiliéncia dos
animais € a memoria aversiva na tarefa de esquiva inibitéria de descida do tipo step
down. Além disso, estes resultados reforcam também que a avaliagao de risco , bem
como a mobilidade no teste de suspensao pela cauda possam ser respostas
etologicas ativas de enfrentamento ao estresse, desde que as duas variaveis
apresentaram uma forte correlagéo positiva.

Nés também observamos algumas alteragbes na forca de correlagdo dos
parametros comportamentais analisados quando agrupamos os resultados
comportamentais dos animais por sexo, independente de terem ou nao realizado o
protocolo de exercicio fisico aerdbico. As analises de correlagdo obtidas dos
resultados dos testes comportamentais em machos demonstraram correlagdes muito
fortes para as variaveis: memaoria a um estimulo aversivo e resiliéncia; memoria a um
estimulo aversivo e ansiedade (avaliagao de risco); e resiliéncia e avaliagdo de risco
(ansiedade). Além disso, as avaliagcbes de correlagdes entre os parametros
comportamentais obtidos de camundongos machos reportaram uma forga de
correlacdo moderada entre sensibilidade mecanica e memoria a um estimulo aversivo;
sensibilidade mecanica e avaliagdo de risco; e sensibilidade mecanica e resiliéncia.
Ja as fémeas apresentaram correlacdo extremamente forte para as variaveis:
resiliéncia e avaliagao de risco; e sensibilidade mecéanica e memoéria a um estimulo
aversivo. Ainda, as analises de correlagdo entre os comportamentos registrados de
animais fémeas reportam que as correlacbes foram moderadas para as variaveis:
resiliéncia e memoéria a um estimulo aversivo; avaliagdo de risco (ansiedade) e
memoria a um estimulo aversivo; sensibilidade mecéanica e resiliéncia; e sensibilidade
mecanica e avaliagdo de risco (ansiedade). Diante da for¢ca das correlagdes (muito
forte ou moderada) dos resultados comportamentais globais e/ou divididos por sexo
concluimos que exista uma forte correlacao entre as variaveis comportamentais
analisadas e assim ressaltamos a importancia de se compreender estes fatores de
forma integrada na analise de comportamentos de roedores.

Os dados comportamentais obtidos dos grupos exercitados, independente do
fator sexo, exibiram correlagdes com forcas moderadas a pobres. Supomos que o
dimorfismo sexual possa ter influenciado nos resultados obtidos de animais
exercitados, desde que as correlagdes que avaliaram os resultados comportamentais
de animais dos grupos exercitados machos e dos grupos exercitados fémeas

(isoladamente) apresentaram mais forgas para um grupo que para o outro. Digno de
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nota, os camundongos fémeas exercitados apresentaram respostas comportamentais
correlacionaveis com coeficiente de correlagdo sendo muito forte para todas as
analises. Esses resultados, sugerem que possa existir um padrao de correlagdo entre
as variaveis comportamentais analisadas de forma sexo-especifica.

Nossos resultados de correlagdo sugerem também que a performance dos
animais no teste de sensibilidade mecanica induzida pelo estimulo com os
monofilamentos de Von Frey pode sofrer impacto direto do perfil de ansiedade e de
resiliéncia dos animais. Digno de nota, um fator crucial para a modulacdo da
percepcgao de dor induzida € a influéncia de elementos emocionais e cognitivos nas
respostas ao estresse e no processamento da dor, os quais determinam uma resposta
ao estimulo doloroso. A experiéncia subjetiva da dor em humanos envolve
componentes sensorial-discriminativos, motivacionais, afetivos e cognitivos. Se um
ser humano sujeito a estresse exibira analgesia ou hiperalgesia € relativamente
subjetivo em comparagdao com a experiéncia de animais e depende dos efeitos
psicoldgicos que o estressor exerce sobre as emogdes do individuo. Aemogao modula
a dor por meio de uma interagdo de valéncia (agradavel-desagradavel) e excitagéo
(calmo-excitado) (Rhudy e Williams, 2005). A interacdo entre valéncia e excitagao
determina a direcionalidade do estressor na resposta a dor. Uma emogao com
valéncia negativa e excitacdo de baixa a moderada intensidade evoca ansiedade e
aumenta a dor, enquanto uma emoc¢ao com alta excitagcdo, como o medo, reduz a dor
(Rhudy e Meagher, 2000). Por outro lado, uma emocéo positiva de grande magnitude
sempre reduz a dor, desde que a excitagdo minima seja alcangada. No entanto, um
estudo reportou que a sensibilidade da dor a estimulos mecanicos ou elétricos nao foi
significativamente alterada em resposta a tarefa de estresse agudo em individuos
saudaveis (Tarefa de adicdo em série auditiva com ritmo) (Dawson et al., 2020).

Noés também verificamos a correlagao da laténcia para descer da plataforma no
teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down com outros comportamentos
pelos quais os animais foram submetidos. O fator de correlagdo entre a laténcia para
descer na plataforma no teste de esquiva inibitdria € o comportamento de avaliacéo
de risco no labirinto em cruz elevado foi fraco. Ja o fator de correlagédo entre a laténcia
para descer na plataforma no teste de esquiva inibitéria e o limiar de sensibilidade
mecanica foi moderado. Digno de nota, o fator de correlagéo entre a laténcia para
descer na plataforma no teste de esquiva inibitéria e o tempo de imobilidade foi

considerado muito forte. Neste sentido, a performance no teste do tipo de esquiva
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inibitéria de descida do tipo step down que se vale da predicdo de memaoria por um
estimulo aversivo de choque nas patas parece ser amplamente dependente do limiar
de sensibilidade a estimulos mecanicos, e do perfil de resiliéncia, mas nido do
componente ansiedade.

Através de nossos resultados, nds salientamos que embora o teste de esquiva
inibitéria de descida do tipo step down apresente uma grande validade preditiva,
outros componentes comportamentais devem ser considerados em relacdo a
verificagdo da habilidade dos animais nesse teste. Por exemplo, se o exercicio fisico
gera efeitos tipo-ansiolitico e antidepressivo e aumenta o limiar de sensibilidade a
estimulos mecanicos, estes parecem ser cruciais para a resposta comportamental dos
animais observada no teste de esquiva inibitoria de descida do tipo step down. Neste
sentido, a literatura reporta que o teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step
down apresenta um forte componente somestésico, desde que animais que sentem
menos dor apresentam menos responsividade ao estimulo aversivo neste teste em
que a memoria nesta tarefa se vale da sensibilidade periférica (Borba et al., 2015;
Izquierdo et al., 1998b, 1999; Jafari, Zarrindast e Djahanguiri, 2006). Um exemplo da
influéncia da sensibilidade periférica nas respostas comportamentais de memoria
aversiva no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down €& bem
documentado em estudos utilizando a administragdo aguda do analgésico e
anestésico morfina em animais a fim de avaliar o aprendizado na tarefa de esquiva
inibitoria de descida do tipo step down (Zarrindast et al., 2006; Malekmohamadi et al.,
2006; Lu et al., 2010). Camundongos tratados com morfina (5-10mg/kg) antes da
sessao de treino apresentaram um comprometimento na aprendizagem no teste,
sugerindo fortemente que a sensibilidade periférica tem um forte componente na
habilidade dos animais aprenderem as tarefas no paradigma comportamental da
esquiva inibitoria de descida do tipo step down (Hook et al., 2017; Neelakantan, Ward
e Walker, 2016; Chen et al., 2008; Zarrindast et al., 2006; Malekmohamadi et al., 2006;
Lu et al.,, 2010). Curiosamente, nossos resultados demonstraram que embora as
fémeas apresentem uma maior sensibilidade mecanica aos monofilamentos de Von
Frey, estas apresentaram uma extincgdo da memoria aversiva mais rapido que os
machos, sugerindo que as mesmas possam ter estratégias de enfrentamento do
estimulo aversivo.

Embora o fator de correlacdo entre a laténcia para descer na plataforma no

teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down e o comportamento de
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avaliacao de risco no labirinto em cruz elevado foi fraco, uma outra possibilidade que
possa gerar interferéncia na performance dos animais no teste de esquiva inibitéria
de descida do tipo step down € o componente ansiogénico (Thorndike, 1898; Skinner,
1938; Hudson, 1950; Jarvik e Kopp, 1967). Assim sendo, nés sugerimos, também, que
as fémeas tiveram uma extingdo da memoaria aversiva mais rapido do que os animais
machos por serem mais suscetiveis a eventos ansiogénicos. Quando avaliamos o
aprendizado no paradigma comportamental de esquiva inibitéria de descida do tipo
step down, devemos considerar que animais machos e f€émeas produzem resposta de
enfrentamento de forma diferente ao mesmo agente estressor (choque nas patas)
(Moran, 2016; Shors et al., 2007). Digno de nota, o foco atencional a tarefa pode ser
comprometido pelo perfil de ansiedade dos animais (Moran, 2016). Sabendo que
mulheres sdo mais ansiosas que homens, nds sugerimos que a ansiedade
experimentada no teste de esquiva inibitoria de descida do tipo step down seja um
componente que tenha influenciado na aprendizagem das fémeas a esta tarefa,
reduzindo a manutengdo da memoria comparado aos animais machos (Donner e
Lowry, 2013; Shields et al., 2017). Conclusivamente, nossos resultados sugerem que
0 sexo é um componente fundamental a ser considerado na habilidade dos animais
no teste de esquiva inibitoria de descida do tipo step down.

No presente estudo, nés também verificamos a correlagdo do tempo de
imobilidade no teste de suspensdo pela cauda com outros comportamentos pelos
quais os animais foram submetidos. Os fatores de correlacido entre o tempo de
imobilidade no teste de suspensdo pela cauda e o comportamento de avaliagdo de
risco no labirinto em cruz elevado ou a laténcia para descer na plataforma no teste de
esquiva inibitéria foram muito fortes. Ja o fator de correlacdo entre o tempo de
imobilidade no teste de suspensao pela cauda e o limiar de sensibilidade mecanica foi
moderado. Digno de nota, a reducédo no tempo de imobilidade observada em animais
exercitados submetidos ao teste de suspensao pela cauda pode ser uma resposta
comportamental dependente da memoaria diante a um estimulo aversivo. A redugéo do
tempo de imobilidade induzida por antidepressivos no teste de suspenséao pela cauda
pode depender do componente de memoria neste teste, visto que 1) farmacos com
acgao anticolinérgica com marcado efeito na melhora do aprendizado produzem efeito
antidepressivo (Enginar et al., 2016); 2) a escopolamina, diazepam, pentobarbital (De
Pablo et al. 1991) e MK-801 (Dhir e Kulkarni 2008; Kordjazy et al. 2016), que reduzem

a imobilidade nos testes baseados em desespero comportamental inescapavel,
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induzem um comprometimento em tarefas de memoaria e aprendizagem (Kant et al.
1996; Harrod et al. 2001; Carballo-Marquez et al. 2007; Horisawa et al. 2011; Soma et
al. 2014; Wang et al. 2015); 3) antidepressivos classicos considerados eficazes em
diminuir o desespero comportamental também produzem efeitos amnésicos (Sansone
et al. 1985; Kumar e Kulkarni 1996; Naudon et al. 2007; Parra et al. 2009). Assim
sendo, diversos estudos clinicos indicaram que os medicamentos antidepressivos
com um componente anticolinérgico marcado sdo prejudiciais para o processo de
memoria (Curran et al. 1988; Richardson et al. 1994; Tannenbaum et al. 2012; Baune
e Renger 2014).

Os nossos resultados de analise de correlagao estratificados para fémeas,
demonstram que a forca do fator de correlagcao entre o tempo de imobilidade no teste
de suspensao pela cauda e o tempo de avaliagao de risco no teste do labirinto em
cruz elevado é muito forte. Em machos (controle ou exercitado), a forgca do mesmo
fator de correlacao é fraca. Estes dados indicam que os comportamentos no teste de
suspensdo pela cauda possam estar completamente relacionados com o perfil de
ansiedade de fémeas, mas ndo de machos. Reforcando esses resultados, a forca do
fator de correlagao entre o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda e
o tempo de avaliagao de risco no teste do labirinto em cruz elevado é muito forte para
fémeas controles ou exercitadas.

As correlagdes entre os resultados de avaliacdo de risco obtidos no teste de
labirinto em cruz elevado e os resultados de outros testes comportamentais também
foram analisadas em nosso estudo. Em uma visdo global, a forca do fator de
correlagao entre o comportamento de avaliagéo de risco no labirinto em cruz elevado
e o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda foi muito forte. Ja a forca
dos fatores de correlagao entre a avaliacdo de risco no labirinto em cruz elevado e a
laténcia para descer na plataforma no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo
step down ou o limiar de sensibilidade mecanica foram fracas. Ao analisar os dados
estratificados, nds verificamos que os resultados comportamentais obtidos de animais
machos apresentam correlacdo com forca moderada entre a avaliagao de risco no
teste de labirinto em cruz elevado e todos os outros parametros comportamentais
analisados. Em fémeas observou-se que a forca do fator de correlagdo entre o
comportamento de avaliacdo de risco no labirinto em cruz elevado e o tempo de
imobilidade no teste de suspenséo pela cauda foi muito forte, sugerindo que estes

comportamentos possam exibir uma alta intercorrelagcdo. Entretanto, em fémeas os
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fatores de correlagcao entre a avaliagao de risco no labirinto em cruz elevado e a
laténcia para descer na plataforma no teste de esquiva inibitéria ou o limiar de
sensibilidade mecanica foram moderados. Assim, nds sugerimos que os padrdes de
resiliéncia e ansiedade sao extremamente interconectados.

O entendimento da inter-relacdo entre os comportamentos resilientes e o
desenvolvimento de transtornos de ansiedade pode gerar uma compreensao na
etiologia e desenvolvimento de tratamentos para a ansiedade baseados em
estratégias de enfrentamento. Assim a resiliéncia aos efeitos do estresse severo pode
ser caracterizada pela capacidade de evitar a supergeneralizagdao de estimulos
condicionados especificos para um contexto mais amplo (como visto no transtorno de
ansiedade generalizada), armazenamento reversivel de memorias emocionais e
extingdo facilitada (Charney, 2004). Neste sentido, as investiga¢des dos efeitos da
guerra, violéncia familiar, pobreza e desastres naturais sobre as criangas revelaram
um padrao consistente de caracteristicas individuais associadas a uma adaptagao
bem-sucedida. Isso inclui um bom funcionamento intelectual, autorregulacéo eficaz de
emocgdes e comportamentos de apego, autoconceito positivo, otimismo, altruismo,
capacidade de converter desamparo traumatico em ajuda aprendida e um estilo de
enfrentamento ativo ao confrontar um estressor (Richardson, 2002; Masten e
Coatsworth, 1998; Bell, 2001). Em adultos, os estudos de resiliéncia concentraram-se
em homens em condigdes de trabalho estressante, como bombeiro e policial, nas
quais o perigo esta sempre presente e uma acao eficaz sob estresse € imprescindivel.
As caracteristicas associadas ao alto desempenho sob estresse em adultos incluem
altruismo, compaixao e capacidade de funcionar de maneira eficaz, apesar dos altos
niveis de medo (Grinker e Spiegel, 1946; Rachman e Cuk, 1992; Ruff e Korchin, 1964).

Alguns estudos apontam que os efeitos sensério-emocionais-cognitivos
conferidos pelo exercicio fisico aerébico apresentados no presente estudo podem ser
decorrentes de modulagdes bioquimicas e moleculares (Agudelo et al.,, 2014;
Belviranli e Okudan, 2018; Yang et al., 2015; Balschun et al., 2004; Bechara e Kelly,
2013). Como por exemplo, o exercicio fisico parece gerar como adaptacdo a
modulagdo dos sistemas de neurotransmissao serotoninérgicos e opioidérgicos no
SNC e esses sdao amplamente conhecidos por seu papel na modulagdo da dor,
cognicao e humor dos individuos (Bobinski et al., 2016; Sluka et al., 2013, 2018; Koltyn,
2000; Heijnen et al., 2016; Kondo et al., 2014; Meneses e Liy-Salmeron, 2012; Baidoo
et al., 2020; Browne et al., 2020; Wipfli et al., 2011). Esses sistemas de
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neurotransmissao parecem modular cascatas de transdugdo de sinais
correlacionadas com a transcricdo e traducao de fatores neurotroficos, como o BDNF
(Heijnen et al., 2016; Phillips, 2017). Neste sentido, o efeito do exercicio fisico aerdbico
sobre a cognicdo, aprendizado e memaria, humor e somestesia parecem envolver a
tradugao dessas proteinas da classe dos fatores de crescimento (Pietrelli et al., 2018;
Yuan et al., 2015; Bobinski et al, 2016; Phillips, 2017). Recentemente, muitos outros
mecanismos celulares e moleculares estdo sendo propostos para os efeitos do
exercicio fisico no sistema nervoso central e este topico merece estudos adicionais
futuros que visem elucida-los.

Além disso, em nosso estudo foi observado uma correlagao entre peso corporal
dos animais e performance no teste de esfor¢co, embora o fator de correlacdo tenha
sido muito fraco. Isso indica que o peso corporal € um fator a ser observado e
controlado ao analisarmos o comportamento dos animais em tais testes e este pode
ser nas pesquisas que utilizam protocolos de exercicio fisico em esteira um putativo
limitante a ser considerado. Um fato bem interessante € que a variacdo de peso
corporal ao longo do protocolo experimental foi significativamente menor nos grupos
exercitados, comparado aos controles. No entanto, a variagdo de peso corporal dos
animais exercitados nao apresentou correlagcdo com a capacidade cardiorrespiratoria
deles no teste de esforgo incremental. Pesquisas prévias tém correlacionado
negativamente o indice de massa corporal (IMC), bem como a taxa de massa gorda
com a capacidade cardiorrespiratoria de individuos de ambos os sexos, sugerindo que
menor IMC é preditivo de maior consumo maximo de oxigénio (VO2 max) e melhor
desempenho em testes de esforgo, corroborando com nossos resultados (Mondal e
Mishra, 2017; Moreira et al., 2014; Lohman et al., 2008; Arsenault et al., 2009; Ali et
al., 2020).

Apesar de inicial, nossa pesquisa € pioneira em correlacionar o perfil sensério-
emocional-cognitivo em modelos animais mantidos em condi¢des laboratoriais.
Sugerimos que o exercicio fisico aerdbico foi suficiente para demonstrar uma
correlacao positiva, em que o aumento do limiar de sensibilidade e o aumento da

resiliéncia estariam atrelados a melhora cognitiva, principalmente em fémeas.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que camundongos adultos da linhagem
Swiss machos e fémeas apresentaram desempenho semelhante no teste de esforgo
incremental em esteira rolante. De forma muito semelhante a outros mamiferos,
camundongos machos possuem maior peso corporal e maior consumo alimentar
comparado as fémeas. Em nossa pesquisa nés também observamos que o consumo
alimentar dos animais foi semelhante entre os sexos durante as semanas do protocolo
experimental. Ja nos grupos exercitados, o consumo alimentar durante o protocolo
experimental foi maior em machos do que em fémeas. Este conjunto de resultados
pontua que o protocolo de exercicio fisico aerébico durante duas semanas gerou
importante efeito sobre a manutencio do peso corporal dos animais machos e fémeas,
apesar de camundongos machos consumirem mais ragao que camundongos fémeas,
sugerindo que camundongos machos exercitados possuam um metabolismo
energético distinto dos camundongos fémeas exercitados.

Através dos testes comportamentais aplicados, verificamos que camundongos
machos e fémeas diferiram quanto algumas respostas somestésicas, emocionais e
cognitivas. Por exemplo, as fémeas apresentaram algumas respostas
comportamentais distintas comparadas aos machos, como: menor limiar de
sensibilidade mecanica, maior sensibilidade ao estimulo frio, menor retengdo da
memoria em testes aversivos de esquiva inibitoria de descida do tipo step down, maior
atividade locomotora e maior resposta de avaliacdo de risco (Figura 24A). Digno de
nota, a memoria espacial e a resiliéncia foram semelhantes entre os sexos.

O exercicio fisico aerdbico gerou efeito sobre grande parte das respostas
comportamentais analisadas nos animais (Figura 24B). O protocolo de exercicio fisico
induziu a um aumento no limiar de sensibilidade térmica e mecéanica em ambos os
sexos ao longo das avaliagbes sensoriais. O exercicio fisico aerdbico também parece
produzir efeito tipo-ansiolitico de forma sexo-especifico, sem efeito observavel em
fémeas expostas ao teste do campo aberto. De forma contraria, um efeito tipo-
ansiolitico foi apenas observado em fémeas quanto ao tempo de permanéncia nos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado, sugerindo que os efeitos possam estar
atrelados ao tipo de estimulo ansiogénico. Além disso, o exercicio fisico aerdbico
reduziu o tempo de avaliagao de risco no teste de labirinto em cruz elevado, sugerindo

um potente efeito tipo-ansiolitico para ambos os sexos. O exercicio fisico aerdbico
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também reduziu em ambos os sexos o tempo total de imobilidade na tarefa de
suspensao pela cauda, sugerindo que este estimulo induziu um comportamento de
resiliéncia nos animais. Ainda, nas tarefas de memoria aplicadas aos camundongos,
o exercicio fisico melhorou em ambos os sexos tanto a memoaria espacial quanto a
memoria no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down, esta ultima
atrelada a um importante fator ansiogénico.

Sugerimos também que exista uma forte correlagdo entre os fatores sensoriais,
emocionais e cognitivos, e que um componente pode influenciar o outro durante os
testes comportamentais analisados. Sugerimos também que o exercicio fisico tenha
efeito sobre o perfil somestésico e resiliéncia dos camundongos, reduzindo a
ansiedade e promovendo a memoéria nos testes comportamentais aplicados na
presente tese.

Finalmente, com base na correlagdo do perfil sensério-emocional-cognitivo
apresentada neste trabalho, além do marcante dimorfismo sexual, esperamos que
estes achados sirvam de base para novas perspectivas e direcionamentos tanto em
pesquisas clinicas, quanto pré-clinicas. Compreendendo que animais machos e
fémeas, bem como homens e mulheres, possam responder de forma diferente ao
mesmo estimulo sensorial € que estimulos multifatoriais podem interferir nas
respostas globais dos individuos. Sugerimos, também, que os efeitos do exercicio
fisico aerdbico parecem nao ser completamente impactados pelo dimorfismo sexual,
desde que produz varios efeitos comportamentais benéficos para animais de ambos
0s sexos. Sendo assim, o exercicio fisico aerébico parece ser uma ferramenta eficaz
para promover uma melhora no perfil sensoério-emocional-cognitivo dos individuos
(Figura 23).

Fazendo uma translacao de nossos resultados aos comportamentos humanos,
€ de se esperar que o exercicio fisico aerébico possa modular as respostas sensorio-
emocionais-cognitivas em individuos de ambos os sexos, sugerindo que homens e
mulheres apresentam respostas eficientes de enfrentamento diante de um mesmo

estimulo sensorial, cognitivo e emocional.
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Figura 23. Resumo dos efeitos do exercicio fisico aerobico sobre o perfil sensério-emocional-
cognitivo de camundongos machos e fémeas. Apds duas semanas de exercicio fisico aerébico os
camundongos machos e as fémeas apresentaram maior resiliéncia no teste de suspenséo pela cauda
através de respostas ativas de enfrentamento. O efeito de resiliéncia promovido pelo exercicio fisico
esta inversamente relacionado a avaliagdo de risco no teste de labirinto em cruz elevado. O exercicio
fisico aerébico também promoveu maior tempo de retengdo da memoria aversiva no teste de esquiva
inibitéria de descida do tipo step down, sem modificar o perfil de memoria entre camundongos machos
e fémeas. Sabendo que a tarefa no teste de esquiva inibitéria de descida do tipo step down envolve o
componente ansiogénico e somestésico atrelado ao aprendizado, o efeito ansiolitico e sensorial pro-
movido pelo exercicio fisico esta diretamente correlacionado a aprendizagem neste teste comporta-
mental. O exercicio fisico aerébico também aumentou o limiar de sensibilidade mecanico dos animais,
que esta inversamente relacionado ao efeito tipo-ansiolitico e diretamente relacionado a resiliéncia,
além de parecer influenciar na aprendizagem na tarefa de esquiva inibitéria de descida do tipo step

down.
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Figura 24: Dimorfismo sexual no perfil sensoério-emocional-cognitivo em camundongos
mantidos em condigées laboratoriais. A) comparagdo entre camundongos machos e fémeas
controles, B) dimorfismo sexual e efeitos do exercicio fisico aerobico.
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